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Résumé 
 
 

Les lymphocytes T (LT) CD8 sont des acteurs clés impliqués dans la lutte contre les 
pathogènes intracellulaires et les cellules tumorales. Le stade auquel les LT CD8 mémoires 
divergent des cellules effectrices reste discuté bien qu’un engagement précoce de la mémoire 
soit relativement admis. Les cellules mémoires générées sont d’une importance cruciale pour 
conférer une protection efficace et durable à l’hôte qui est notamment dépendante de la 
qualité fonctionnelle des cellules. Le contexte d’immunisation influence notamment les voies 
que suivent les LT jusqu’à la mémoire. En effet, la persistance d’un antigène, dans le contexte 
d’une infection chronique ou d’un cancer, entraine les LT CD8 activés dans une voie de 
différenciation parallèle à la voie de l’infection aiguë et mène à un dysfonctionnement des 
cellules mémoires. Nous avons ainsi étudié d’une part à quel stade les précurseurs de la 
mémoire sont générés et d’autre part, quel était l’impact d’une stimulation transitoire par une 
tumeur sur la qualité des LT CD8 mémoires par des approches en cellule unique. Pour ce 
premier axe, les outils de machine learning appliqués à des données de scRNA-seq ont permis 
de mettre en évidence que les précurseurs de la mémoire étaient générés en continu après 
une infection virale aigue avec un nombre croissant et acquérant les fonctions effectrices au 
cours du temps. Afin d’étudier la génération des précurseurs de la mémoire à des étapes 
précoces post-activation, nous avons développé un modèle d’activation des LT CD8 in vitro en 
présence ou absence d’IL-2 exogène (IL-2ex). Les données de scRNA-seq ont montré que l’IL-
2ex retarde la transition précoce des cellules T CD8 activées en cellules précurseurs de la 
mémoire, leur permettant d'acquérir des fonctions effectrices qui sont imprimées dans les 
cellules mémoires qu'elles génèrent. Pour le second axe, nous avons démontré qu’une 
stimulation unique par une tumeur était suffisante pour diminuer l’immunité protectrice des 
LT CD8 mémoires induits par la tumeur qui présentent des marqueurs d’épuisement et un 
défaut fonctionnel.  

 
Mots clés : lymphocytes T CD8, mémoire immunitaire, trajectoire de différenciation, qualité 

fonctionnelle, transcriptomique en cellule unique  
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Summary 
 
 

 CD8 T cells are key players involved in the fight against intracellular pathogens and 
tumor cells. The stage at which memory CD8 T cells diverge from effector cells remains 
controversial, although early memory engagement is relatively accepted. The memory cells 
generated are of crucial importance for conferring effective and lasting protection to the host, 
which is dependent on the functional quality of the cells. The immunization context notably 
influences the pathways that T cells follow to memory. Indeed, the persistence of an antigen 
in the context of a chronic infection or cancer, drives the activated CD8 T cells in a 
differentiation pathway parallel to the pathway of the acute infection and leads to 
dysfunctional memory cells. We thus first studied at what stage the memory precursors cells 
are generated and, secondly, what was the impact of a transient stimulation by a tumor on 
the quality of memory CD8 T cells by single cell approaches. For this first axis, we demonstrate, 
using machine learning tools applied to scRNA-seq, that memory precursors cells were 
continuously generated after an acute viral infection with an increasing number and acquiring 
effector functions over time. In order to study the generation of memory precursors cells at 
early post-activation stages, we have developed an in vitro model of CD8 T cells activation in 
the presence or absence of exogenous IL-2 (exIL-2). The scRNA-seq data showed that exIL-2 
delays the early transition of activated CD8 T cells into memory precursor cells, allowing them 
to acquire effector functions that are imprinted in the memory cells they generate. For the 
second axis, we demonstrated that a single stimulation by a tumor was sufficient to decrease 
the protective immunity of tumor-induced memory T cells that exhibit markers of exhaustion 
and a functional defect. 
 
Key words: CD8 T cells, immunological memory, cell differentiation trajectory, functional 

quality, single-cell transcriptomics   
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avant-propos 
 

Le système immunitaire (SI) est un réseau composé d’organes, de cellules et de 
molécules ayant pour fonction principale de défendre l’organisme contre des agents 
pathogènes (virus, bactéries, parasites), des toxines ou des cellules cancéreuses. Il se subdivise 
en 2 systèmes interconnectés : l’immunité innée et l’immunité adaptative. Le SI inné se met 
en place dès les premières heures de reconnaissances des signaux étrangers et constitue ainsi 
la première barrière de défense de l’organisme. Cependant, cette réponse peu spécifique 
n’est pas toujours suffisante pour l’élimination des pathogènes et nécessite en parallèle la 
mise en place d’une réponse immunitaire (RI) adaptive. Celle-ci est plus lente mais spécifique 
du pathogène et permet une protection au long terme par l’établissement d’une mémoire 
immunitaire.  

La RI adaptative est ainsi caractérisée par la participation des lymphocytes B 
responsables de la réponse humorale par la différenciation en plasmocytes et production 
d’anticorps, et les lymphocytes T (LT) participant à l’immunité à médiation cellulaire. Ces LT 
sont subdivisés en 2 types à savoir les LT CD4 qui jouent un rôle de régulateur et « d’aide » à 
l’activation d’autres cellules du SI, et les LT CD8 destinés à devenir des cellules cytotoxiques. 
Ces LT CD8 sont en effet capables, après activation par reconnaissance de l’antigène de l’agent 
pathogène ou de la tumeur, de migrer au site de l’infection et de détruire les cellules infectées 
ou tumorales par lyse des cellules. Une fois le pathogène éliminé, les LT CD8 se différencient 
en cellules dites mémoires conférant à l’hôte une protection contre le pathogène en question. 
En effet, la spécificité des LT CD8 mémoires réside dans leur capacité à se maintenir à long 
terme, leurs propriétés migratrices accrues et fonctions effectrices améliorées permettant des 
réponses plus rapides et plus efficaces en cas de réinfection par le même pathogène.  

Malgré des caractéristiques communes, les LT CD8 mémoires constituent une 
population très hétérogène. Les différentes sous-populations décrites, identifiées initialement 
sur la base d’expression de protéines à leur surface, se distinguent par leurs capacités 
migratoires et effectrices. Différents facteurs/signaux peuvent influencer les voies que suivent 
les LT CD8 pour se différencier en cellules mémoires. Notamment, le contexte d’immunisation 
(infection chronique/tumeur) aboutit à l’expression de molécules inhibitrices à la surface des 
LT CD8 compromettant leur réponse et diminuant la protection associée à la mémoire. De 
plus, suite à l’activation des LT CD8, le stade auquel les LT mémoires sont générés reste 
discuté, plusieurs études suggérant que cet engagement pourrait avoir lieu à différentes 
étapes de la réponse.  

L’essor des technologies en cellule unique et des méthodes computationnelles a 
permis une grande avancée dans l’exploration de l’hétérogénéité du SI apportant de nouvelles 
connaissances sur la composition, la dynamique et les mécanismes de régulations cellulaires.  
Ainsi, des approches en cellule unique ont été employées afin d’étudier les mécanismes 
contrôlant la différenciation et la qualité fonctionnelle des LT CD8 mémoires.   
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Ces travaux de thèse ont donc pour objectifs de savoir à quel stade de la RI les cellules 
mémoires sont générées et quels sont les mécanismes moléculaires soutenant la génération 
de sous-types de mémoires fonctionnellement pertinents. La première partie de ce mémoire 
permet d’introduire l’établissement de la mémoire des LT CD8 au cours d’une infection, puis 
le stade auquel les précurseurs de cellules mémoires sont générées et divergent des cellules 
effectrices est discuté. Enfin, j’introduis les technologies et les méthodes computationnelles 
pour l’analyse de données de transcriptomique en cellule unique (Single-cell RNA-seq). Ce 
travail bibliographique est suivi des principaux résultats obtenus au cours du doctorat qui sont 
ensuite discutés. 
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Introduction 
I. LES LYMPHOCYTES T CD8, CELLULES DE L’IMMUNITE ADAPTATIVE 

1. Les lymphocytes T CD8 naïfs : de l’origine à leur survie 
1.1 Origine, développement et maturation des lymphocytes T CD8 

 
L’hématopoïèse est le mécanisme assurant la production continue et régulière des 

cellules du sang. Ce processus découle de la différenciation des cellules souches 
hématopoïétiques (CSH) et se déroule au niveau de la moelle osseuse chez l’Homme (Till and 
McCulloch 1961). Ces CSH sont localisées plus particulièrement dans des niches 
hématopoïétiques générant un micro-environnement (cellules stromales, endothéliales, 
cytokines, …) favorable à leur auto-renouvellement et différenciation (Wei and Frenette 
2018). Ces cellules sont dites multipotentes et vont notamment donner naissance aux lignées 
de progéniteurs myéloïdes et lymphoïdes, à l’origine des lymphocytes. Toutefois, le 
développement des lymphocytes T nécessite la migration des progéniteurs T au sein du 
thymus, un organe lymphoïde primaire (OLI), pour y subir leur maturation et sélection (Figure 
1).  

Le thymus est constitué de deux lobes indépendants composés chacun d’une partie 
périphérique appelée cortex et d’une partie interne, la médulla. Ainsi, les progéniteurs 
thymiques (pro-T) provenant de la moelle osseuse par le système circulatoire, entrent au 
niveau de la jonction cortico-médullaire et vont subir plusieurs étapes de différenciation qui 
correspondent à la recombinaison de leur TCR (T-cell receptor) (récepteur permettant de 
reconnaitre spécifiquement des antigènes) ainsi qu’à l’expression des co-récepteurs CD4 ou 
CD8 (Casal and Zúñiga-Pflücker 2022). Initialement, ces pro-T sont doubles négatifs (DN) pour 
les co-récepteurs CD4 et CD8. Ce stade DN est composée de 4 sous-types de thymocytes 
caractérisés par l’expression de CD44 (protéine d’adhésion) et CD25 (chaine alpha du 
récepteur à l’IL-2) chez la souris. Ainsi, les pro-T DN1 (CD44+ CD25-) migrent au niveau du 
cortex et se différencient en DN2 acquérant l’expression de CD25 (CD44+ CD25+) puis en DN3 
(CD44low CD25+). A ce stade, les thymocytes expriment un pré-TCR suite au réarrangement de 
la chaine b du TCR et de son association avec une chaine invariante pré-TCRa (PTa). Ils 
subissent ensuite la b-sélection telle que si la chaineb est fonctionnelle, le précurseur T (pré-
T) reçoit alors un signal de survie. Il se différencie ainsi en DN4 (CD44low CD25-) puis en cellule 
double positive (DP) pour les co-récepteurs CD4 et CD8 (CD4+ CD8+) migrant en parallèle vers 
la zone cortico-médullaire. La chaine a du TCR va être réarrangée et s’associer à la chaine b, 
remplaçant le PTa, pour former un hétérodimère TCRab complet à la surface des cellules. Les 
thymocytes immatures subissent ensuite une sélection dite positive (Takaba and Takayanagi 
2017). Ainsi, seuls les thymocytes reconnaissant avec une faible affinité le complexe CMH/ 
antigène du soi présenté par les cellules épithéliales thymiques (TEC) recevront un signal de 
survie et se différencieront en cellules simples positives (SP) CD4 ou CD8 selon leur affinité 
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avec le CMH de classe II ou I (CMH-II/I) respectivement. Enfin, les thymocytes migrent au 
niveau de la médulla pour y subir la sélection négative. Cette sélection permet l’élimination 
par apoptose des lymphocytes reconnaissant avec une forte affinité les complexes 
CMH/peptides du soi. Ce mécanisme dit de tolérance centrale conduit ainsi à la survie de 20 
à 50% des lymphocytes positivement sélectionnés ce qui en fait un des moyens clés pour 
prévenir l’auto réactivité des LT (Yates 2014). 

Suite à ces différentes étapes, les LT CD8 sont dits matures et naïfs puisqu’ils n’ont pas 
encore rencontré d’antigènes. Ils quittent le thymus pour rejoindre la circulation sanguine et 
vont recevoir différents signaux pour maintenir le pool de LT CD8 naïfs dans le temps.  

 

 
FIGURE 1 : DEVELOPPEMENT ET MATURATION DES LT DANS LE THYMUS 

Les progéniteurs T arrivent dans le thymus par la circulation sanguine et se différencient en cellules doubles 
négatives (DN, cd4- cd8-) DN1, DN2 puis DN3. En périphérie du cortex, les thymocytes subissent la sélection 
de la chaine beta de leur TCR. Si celui-ci est fonctionnel, les thymocytes poursuivent leur différenciation en 
DN4, expriment la chaine 𝛼 du TCR et acquièrent l’expression des co-récepteurs CD4 et CD8 (stade double 
positif - DP) tout en migrant vers la zone centrale du cortex. A cette étape, seuls les thymocytes DP 
reconnaissant avec une faible affinité le complexe CMH/antigène du soi vont survivre (sélection positive) 
aboutissant ainsi à la génération de cellules simples positives (SP – CD4+ ou CD8+) comportant un TCR 
fonctionnel. Enfin, ils migrent ensuite dans la médulla et les cellules auto-réactives sont éliminées par un 
processus de sélection négative. Les lymphocytes matures naïfs quittent ainsi le thymus pour rejoindre la 
circulation sanguine. 
 

1.2 Maintenance et circulation des lymphocytes T CD8 naïfs 
1.2.1 La maintenance des LT CD8 naïfs est régulée par différents signaux  
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Les LT CD8 naïfs sont des cellules à longue durée vie dont la demi-vie a été estimée à 
6,5 ans chez l’Homme (Vrisekoop et al. 2008). Leur survie dépend notamment de deux signaux 
cruciaux dont le premier concerne le signal TCR. En effet, les LT CD8 naïfs requièrent une 
interaction de leur TCR avec le complexe CMH/peptide pour survivre sans que cela n’induise 
l’activation de la cellule (Kieper, Burghardt, and Surh 2004). Ceci a été mis en évidence par le 
déclin de la population de LT CD8 naïfs après transfert de ces cellules dans des souris 
déficientes en CMH-I ou exprimant un haplotype différent de CMH (Tanchot et al. 1997). 
Cependant, ce signal est insuffisant pour maintenir la survie des LT naïfs qui requièrent un 
signal cytokinique. Les cytokines agissent comme des messagers assurant un rôle primordial 
pour la communication entre les cellules du système immunitaire. Tan, et al. ont montré 
l’importance de l’interleukine 7 (IL7) pour la survie et la prolifération homéostatique des LT 
CD8 naïfs (Tan et al. 2001). L’activation du récepteur à l’IL7 (IL7R) conduit à l’expression des 
gènes codant pour les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Mcl-1, favorisant ainsi, la survie 
cellulaire (Opferman et al. 2003; Surh and Sprent 2008). Les cellules stromales localisées au 
niveau des organes lymphoïdes secondaires (OLII – ganglions lymphatiques, rate, tissus 
lymphoïdes) sont une source de facteurs de survie. Parmi celles-ci, les cellules réticulaires 
fibroblastiques seraient une source majeure d’IL7 dans les ganglions lymphatiques (Link et al. 
2007). La domiciliation des LT CD8 naïfs dans ces organes est donc essentielle pour maintenir 
une taille de population stable. En effet, une réduction de l’entrée dans les ganglions par la 
neutralisation des molécules d’entrée tels que la sélectine CD62L et des intégrines CD11a et 
CD49d, conduit à une diminution du nombre de cellules T CD8.   
 

1.2.2 Patrouille entre sang et OLII, et migration dans le ganglion 
lymphatique 
 

Les LT CD8 naïfs sont doués d’une grande capacité de recirculation. Ils patrouillent les 
OLII à travers le réseau sanguin et lymphatique à la recherche d’antigènes du non soi pouvant 
être reconnu par leur TCR. Il a été montré que seules 80 à 1200 cellules T par souris disposent 
d’un TCR spécifique d’un antigène donné (Masopust and Schenkel 2013; Obar, Khanna, and 
Lefrançois 2008). Le processus de migration des LT naïfs dans les OLII implique des interactions 
entre molécules d’adhésion (sélectines, intégrines), chimiokines et leurs récepteurs à la 
surface des veinules à endothélium épais (HEV), porte d’entrée dans les ganglions 
lymphatiques. Les LT, en roulant au niveau de la surface de l’endothélium, engagent la L-
sélectine CD62L exprimée à leur surface qui interagit avec la protéine PNAd présent sur 
l’endothélium (Nolz, Starbeck-Miller, and Harty 2011) (Figure 2). Le récepteur CCR7 exprimé 
par les LT est ensuite stimulé par la chimiokine CCL21 induisant l’activation de l’intégrine LFA-
1 qui se lie à son ligand ICAM-1 exprimé par l’endothélium. Cette interaction provoque une 
adhésion ferme du lymphocyte sur l’endothélium puis son extravasation par diapédèse pour 
entrer dans le ganglion au niveau du paracortex ou zone « T » (Figure 3). 
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FIGURE 2 : ENTREE DES LT DANS LE GANGLION LYMPHATIQUE PAR LES VEINULES A 
ENDOTHELIUM EPAIS (HEV) 

Les LT CD8 naïfs roulent le long des HEV et la L-sélectine CD62L interagit avec PNAd à la surface de 
l’endothélium. L’expression et la stimulation du récepteur CCR7 par la chimiokine CCL21 favorisent 
l’activation de l’intégrine LFA-1 qui interagit avec ICAM-1 à la surface de l’endothélium. Ceci entraine un 
attachement du LT à la paroi qui la traverse par diapédèse pour entrer dans le ganglion lymphatique. 
(Schéma repris et adapté de Nolz, et al. 2011) 

 
 Le ganglion offre un environnement propice aux interactions cellulaires. Les 
chimiokines CCL19 (autre ligand de CCR7) et CCL21 sont exprimées au niveau de la zone T 
favorisant la mobilité des LT (vélocité > 10 𝜇m/min) qui peuvent rester jusqu’à 12 heures dans 
les ganglions lymphatiques (Miller et al. 2004; Tomura et al. 2008). De plus, les cellules 
dendritiques (DC) présentant les antigènes, bien que moins mobiles (2 à 3 𝜇m/min), sont 
capables d’interagir avec jusqu’à 5000 LT par heure (Miller et al. 2004). Ainsi, la probabilité de 
reconnaissance d’un antigène par les cellules T est élevée du fait de leur mobilité et de leur 
localisation.  
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FIGURE 3 : STRUCTURE D’UN GANGLION LYMPHATIQUE  

Le cortex correspond à la partie la plus externe du ganglion. Il est composé de follicules primaires et 
secondaires composés principalement de lymphocytes B (LB). Le paracortex est composé de veinules à 
endothélium épais (HVE) par lesquels entrent les LT et les LB. C’est le lieu d’interaction entre les LT et les LB 
ainsi qu’entre les LT et les DC. La médulla, partie la plus interne, contient principalement des macrophages, 
des plasmocytes (LB activés) et des LB mémoires. (Issu de Physiologie Humaine Vander, 6e édition) 
 

2. Dynamique de la réponse T CD8 primaire face à une infection virale 

 
FIGURE 4 : DYNAMIQUE DE LA REPONSE T CD8 LORS D’UNE INFECTION VIRALE 

Suite à une infection virale, les lymphocytes T CD8 naïfs s’activent en réponse à la reconnaissance de 
l’antigène, et prolifèrent et se différencient en cellules effectrices. Ces LT effecteurs acquièrent des fonctions 
effectrices leur permettant de tuer les cellules infectées. Ils sont ainsi dénommés LT cytotoxiques. En absence 
d’antigène, la majorité des cellules meurent par apoptose, seule une minorité de cellules survivent et 
deviennent des cellules à longue durée de vie, appelées mémoires.  

 
2.1 Activation des lymphocytes T CD8 naïfs 

2.1.1 Interaction avec la cellule présentatrice d’antigène  
 

L’activation des LT CD8 naïfs requière la présentation d’un antigène par le CMH des 
Cellules Présentatrices d’Antigènes professionnelles (CPAp) qui regroupent les DC 
conventionnelles (cDC), les lymphocytes B et les monocytes/ macrophages.  
Les DC sont particulièrement efficaces pour l’activation des LT naïfs. Plusieurs populations ont 
été mises en évidence dont les cDC de type 1 (cDC1) induisant l’activation des LT CD8 (Belz et 
al. 2004; Jung et al. 2002). Ces DC regroupent les cDC1 CD8+, présents dans les OLII, ainsi que 
des cDC1 103+, résidents dans les tissus périphériques et pouvant migrer dans les OLII, et 
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appartiennent à un sous-type de DC caractérisé par l’expression du récepteur XCR1 (Crozat et 
al. 2011). Ces DC XCR1+ sont particulièrement efficaces pour l’activation des LT CD8 via la 
présentation d’antigènes exogènes sur le CMH-I appelé présentation croisée qui est décrite 
ci-dessous (Vu Manh et al. 2015).  

Il existe 2 voies de présentation d’antigènes par les cDC. La présentation directe 
permet de présenter aux LT CD8 des antigènes intra-cellulaires, et donc intervient lorsque la 
DC est elle-même infectée par le pathogène. Ainsi, les protéines du pathogène vont être 
dégradées via le protéasome et les peptides résultants seront chargés sur le CMH-I dans le 
réticulum endoplasmique puis exprimés à la surface cellulaire (Sigal 2016). La seconde voie 
dite de présentation croisée est une présentation d’antigènes exogènes. Les cDC ont la 
capacité de phagocyter les débris de cellules mortes comportant les protéines virales ou 
tumorales. De la même manière que la présentation directe, celles-ci seront dégradées par le 
protéasome et transférées dans le réticulum endoplasmique pour être associées au CMH-I. 
Cette voie est dite de chargement via le réticulum endoplasmique. Alternativement, il existe 
une voie de chargement via le phagosome. En effet, les peptides produits par le protéasome 
peuvent être directement chargé sur le CMH-I au niveau du phagosome avant transfert du 
complexe à la membrane plasmique (Joffre et al. 2012). 

Les interactions entre les DC et les LT CD8 dans le ganglion lymphatique sont des 
processus complexes se déroulant en 3 phases (Mempel, Henrickson, and von Andrian 2004). 
La première phase se caractérise par de brèves interactions entre DC et LT mais suffit pour 
augmenter le marqueur d’activation CD44 sur les LT CD8. Lors de la deuxième phase, la vitesse 
des LT diminuent fortement stabilisant ainsi les conjugués DC/LT pendant 1h ou plus. Enfin, 
les contacts deviennent de nouveau transitoires et les LT CD8 migrent et prolifèrent 
fortement.  

La zone de contact entre le DC et le LT est nommée synapse immunologique. Elle est 
caractérisée par la polarisation du lymphocyte T permettant la relocalisation vers la zone de 
contact du TCR, de co-récepteurs activateurs ou inhibiteurs et de protéines d’adhésion. Cette 
zone est structurellement organisée en 3 régions constituées de complexes moléculaires 
dénommés SMACs (Supra Molecular Activation Clusters; Monks et al. 1998) (Figure 5). La zone 
centrale ou cSMAC concentre principalement le complexe TCR/ CD3 ainsi que les protéines de 
transduction du signal du TCR. La région périphérique (pSMAC) comporte des molécules 
d’adhésion telles que LFA-1 ainsi que des molécules associées au cytosquelette. Enfin, la zone 
distale (dSMAC) est composée des molécules CD44 et CD45 ou encore CD43. Ainsi, la synapse 
immunologique permet non seulement l’adhérence du LT à la DC mais également la régulation 
de la signalisation des LT CD8.  
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FIGURE 5 : STRUCTURE DE LA SYNASPSE IMMUNOLOGIQUE LT CD8/ CELLULE DENDRITIQUE 

Vue de profil : le LT CD8 interagit avec différentes molécules présentes sur la DC. Les molécules activatrices 
sont représentées en bleues et celles inhibitrices en jaune sur le LT CD8.  
Vue de face : la synapse immunologique est organisée structurellement en 3 régions. La région centrale 
(cSMAC) regroupe le complexe TCR/ CD3 ainsi que les molécules de costimulation activatrice, CD28, et 
inhibitrice, CTLA4. La zone périphérique ou pSMAC comporte la molécule d’adhésion LFA1. Enfin, la zone 
distale (dSMAC) comprend les molécules CD44, CD45 et CD43. (Schéma repris et adapté de Huppa and Davis 
2003). 
 

2.1.2 Mise en place des 3 signaux  
 

Comme évoqué précédemment, la synapse immunologique permet la transmission de 
signaux aux LT naïfs. Ces signaux comprennent le signal TCR (1), la costimulation (2) et un 
troisième signal, le signal cytokinique (3), s’ajoute aux deux premiers pour activer pleinement 
les LT CD8 naïfs.  

 
(1) Le signal TCR 

L’engagement du TCR par le complexe CMH-I/peptide antigénique est indispensable à 
l'activation des LT CD8 naïfs. Ce récepteur transmembranaire est composé d’une chaine 𝛼 et 
d’une chaine 𝛽, toutes deux comportant un domaine constant et un domaine variable de type 
immunoglobuline (Ig). Les parties variables sont formées de 3 boucles appelées régions 
déterminant la complémentarité (CDR) et ont pour fonction de reconnaitre la molécule de 
CMH-I (CDR1 et CDR2) et le peptide en lui-même (CDR3) (Szeto et al. 2020). Toutefois, 
l’engagement seul du TCR ne suffit pas pour déclencher une signalisation. Celui-ci est donc 
associé au complexe CD3 constitué d’homo et d’hétérodimères (CD3𝜀𝛾, CD3𝜀𝛿 et CD3𝜁𝜁). 
Chaque chaine comporte des motifs ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation 
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Motifs) qui subissent une phosphorylation par les tyrosines-kinases de la famille Src (ex Lck) 
induisant une cascade de signalisation menant à la prolifération et à la différenciation des LT 
CD8 (Mariuzza, Agnihotri, and Orban 2020) (Figure 6).  

 
Plusieurs études suggèrent que la durée de stimulation du TCR ou encore l’affinité et 

la densité de ligands (peptides) peuvent influencer l’expansion des LT naïfs. Notamment, une 
courte durée de stimulation du TCR ou une interaction avec un ligand de faible affinité 
suffisent à induire l’activation des LT naïfs et leur prolifération (Prlic, Hernandez-Hoyos, and 
Bevan 2006; Zehn, Lee, and Bevan 2009). Toutefois, la capacité de prolifération des LT est 
fortement corrélée à la durée de stimulation, à l’abondance ainsi qu’à l’affinité du TCR pour 
son ligand (Prlic et al. 2006; Wherry et al. 1999; Zehn et al. 2009). De plus, Solouki, et al. ont 
mis en évidence plus récemment que la réduction de la force du signal (régulée par la tyrosine 
kinase ITK) ainsi que l’interaction avec un ligand de faible affinité accéléraient la 
différenciation des LT CD8 mémoires bien que ces deux paramètres jouent un rôle distinct 
dans la modulation du développement de la mémoire (Solouki et al. 2020). 

 

  
FIGURE 6 : COMPLEXE TCR/ CD3 ET TRANSDUCTION DU SIGNAL 

Le TCR est associé au complexe CD3 composée de 4 chaines polypeptidiques différentes. Après engagement 
du TCR dans la reconnaissance du complexe CMH-I/peptide, les motifs ITAMs présents sur les queues 
intracytoplasmiques de chaque chaine du CD3 sont phosphorylés par la tyrosine-kinase Lck. Zap-70 
reconnait et se lie sur les motifs ITAMs phosphorylés et est elle-même phosphorylée par Lck. Ce processus 
entraine une cascade de signalisation favorisant l’adhésion cellulaire, le réarrangement du cytosquelette 
d’actine ainsi que l’activation de voies impliquées dans l’induction de l’expression de gènes associés à la 



 
 

26 

prolifération et l’acquisition de fonctions effectrices. (Schéma repris et adapté de Ngoenkam, Schamel, and 
Pongcharoen 2018) 
 

(2) Le signal de costimulation 

Bien que crucial, le signal TCR n’est pas suffisant pour induire une réponse proliférative 
des LT et nécessite un signal de costimulation. En effet, l’absence de signal 2 conduit à 
l’anergie du lymphocyte définie comme une absence de réponse à la restimulation.  

Il existe plusieurs molécules de costimulation pouvant être activatrices ou inhibitrices 
(Figure 7).  
La voie prédominante d’activation est celle impliquant le récepteur CD28, constitutivement 
exprimé sur le LT, et ses ligands CD80 (B7.1) et CD86 (B7.2), dont l’expression est induite ou 
constitutive respectivement. Ainsi, la maturation des DC via la reconnaissance de motifs 
associés aux pathogènes (PAMPs – Pathogen Associated Molecular Patterns) reconnu par les 
récepteurs PRR (Pattern Recognition receptors) permet l’induction de CD80 et l’augmentation 
de l’expression de CD86 (Hathcock et al. 1994; Sharpe and Freeman 2002). La famille des 
récepteurs au TNF (facteur de nécrose tumorale) est la 2e plus grande famille de molécules de 
costimulation. Elle comprend notamment CD40 (exprimé par la DC) et son ligand CD40 (CD40L 
- présent sur le LT) induit par le signal CD28. L’interaction de CD40/CD40L conduit à la 
régulation à la hausse du ligand CD86 (Yang and Wilson 1996).   
Différentes voies de signalisation sont activées en réponse à ces signaux de costimulation 
aboutissant à l’activation de facteurs de transcription tels que NF-𝜅B, NFAT et AP1 favorisant 
la production de cytokines, la survie ou encore l’expression de gènes associés aux fonctions 
effectrices (Chen and Flies 2013). Ainsi, le signal de costimulation par CD28 conduit à la 
production d’ARNm de multiples lymphokines/ cytokines telles que l’interleukine 2 (IL-2), 
l’Interféron 𝛾 (IFN-	𝛾) ou encore le TNF𝛼 (Thompson et al. 1989). Il promeut également la 
survie cellulaire par induction de l’expression du membre de la famille des protéines Bcl2, Bcl-
xL (B-cell lymphoma-extra large) (Boise et al. 1995).  

Parallèlement à ces signaux activateurs, d’autres ont un effet inhibiteur sur l’activation 
du LT CD8 comme le récepteur CTLA4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4) ou encore PD1 
(Figure 7). Le récepteur CTLA4 a la particularité d’interagir avec les mêmes ligands que CD28 
à savoir CD80 et CD86 mais avec une affinité plus haute. En revanche, son expression est 
induite en réponse à la stimulation du LT (environ 48h après) (Krummel and Allison 1995). Le 
signal résultant de l’interaction de CTLA4 avec ses ligands conduit notamment à l’inhibition de 
la production de l’IL-2 et de la prolifération. L’inhibiteur PD1 est également exprimé sur des 
cellules activées de manière transitoire et interagit avec des ligands homologues de B7, PDL1 
(B7H1) et PDL2 (B7DC). Son expression module l’activité des LT CD8 en inhibant le signal TCR. 
Toutefois, son expression est nécessaire afin d’équilibrer la réponse entre suractivation et 
inhibition. En effet, Pauken, et al. ont démontré que l’absence de signal PD1 lors d’une 
infection virale aigue par le virus de la grippe menait à une suractivation des LT CD8 et une 
accélération de la clairance virale altérant le développement des cellules mémoires (Pauken 
et al. 2020).  
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Ainsi, l’ensemble de ces signaux de costimulation participe à déterminer le devenir des 
cellules T.  

 
(3) Le signal cytokinique  
 

 Un 3e signal médié par des cytokines est nécessaire pour une activation complète des 
LT. Il correspond à la liaison d’IL-12 ou d’IFN de type I (IFN-I 𝛼/𝛽) secrétés par les DC (Figure 
7). Curtsinger, et al. ont mis en évidence l’implication de l’IFN-I dans l’augmentation de 
l’expansion clonale des LT CD8 après stimulation antigénique et en présence d’un signal de 
costimulation via CD80 (Curtsinger et al. 2005). Les niveaux d’expansion des cellules étaient 
comparables à celles stimulées par l’IL-12. Ainsi, les deux signaux agissent de manière similaire 
mais ne sont pas cumulatifs. Leur étude démontre également que l’IFN-I promeut les fonctions 
effectrices notamment par le développement de l’activité cytolytique et l’induction 
d’IFN𝛾	dont la production est augmentée en combinaison avec l’IL-12. L’IFN-I et l’IL-12 
régulent à la hausse un nombre important de gènes dont le granzyme B (GzmB) et la perforine 
(Prf1), essentiels au mécanisme de cytotoxicité. Kolumam, et al. ont étudié l’impact de la 
réponse à l’infection par la souche Armstrong du virus de la chorioméningite lymphocytaire 
(LCMV-A) générant une infection aigue chez des souris déficientes pour le récepteur à l’IFN-I, 
et ont montré que l’absence de signalisation par l’IFN-I réduisait drastiquement l’expansion 
clonale des LT CD8 et que le nombre de cellules mémoires générées était réduit d’un facteur 
100 par rapport aux souris contrôles (Kolumam et al. 2005). Ce défaut d’expansion et de 
génération de mémoire n’est cependant pas le résultat d’une altération de la prolifération 
mais un défaut de survie cellulaire.  

 

 
FIGURE 7 : ACTIVATION OU INHIBITION DES LT CD8 MEDIES PAR LES 3 SIGNAUX DELIVRES PAR 

LA CELLULE DENDRITIQUE 
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Activation des LT : trois signaux sont nécessaires à l’activation optimale du LT CD8. Le 1er correspond à la 
reconnaissance par le TCR du complexe CMH-I/peptide exprimé par la DC. Le second est un signal de 
costimulation passant par la reconnaissance des ligands CD80/86 par la molécule CD28 ainsi que par 
l’interaction entre CD40 et son ligand (CD40L). Enfin, la DC sécrète des cytokines telles que l’IL-12 et l’IFN-I 
constituant ainsi le 3e signal. L’ensemble de ces signaux aura pour effet d’induire la transcription de gènes 
associés à la prolifération, la survie et la différenciation des LT. Inhibition des LT : les signaux de 
costimulation peuvent être inhibiteurs et passent par les interactions de CD80/86 et CTLA4, et de PD1 avec 
ses ligands PDL1 et PDL2. Ceci a pour conséquence d’inhiber l’activation des LT et donc leur prolifération et 
le développement des fonctions effectrices. (Schéma repris et adapté de Osii et al., 2020). 

  
2.1.3 L’aide des lymphocytes T CD4 pour une activation optimale 

 
Outre les 3 signaux d’activation, le rôle des LT CD4 (LT CD4 « helper » ou TH) pour aider 

à la génération d’une réponse LT CD8 efficace a été largement étudié. Ce processus d’aide 
engage des interactions avec différentes populations de DC et sont distinctes spatio-
temporellement (Eickhoff et al. 2015; Hor et al. 2015). En effet, les cDC1 103+ migrent dans le 
ganglion lymphatique et activent les LT CD8 naïfs via les 3 signaux d’activation décrit 
précédemment. Parallèlement, les cDC de type 2 (cDC2) vont activer les LT CD4. Après 
activation des LT CD8, ceux-ci vont sécréter le ligand de chimiokine XCL1 permettant le 
recrutement des cDC1 XCR1+. Ces dernières vont présenter l’antigène à la fois sur le CMH-I et 
II dont les complexes seront respectivement reconnus par les LT CD8 et T CD4 activés. Ce 
complexe tri-cellulaire ainsi formé permet aux LT CD8 d’intégrer les signaux d’aide transmis 
par les LT CD4.  

Ces signaux ont une importance notamment pour la génération de LT CD8 capables 
d’effectuer des réponses de rappel efficaces contre l'antigène. Ceci a été mis en évidence par 
plusieurs études effectuées dans différents contextes d’immunisation (infection par LCMV-A, 
virus de la vaccine (VV) ou encore Listeria monocytogenes (L. monocytogenes). Indépendant 
du type d’infection, les études ont démontré que l’aide des LT CD4 n’était pas requise pour 
l’expansion primaire des LT CD8. En effet, la déplétion en LT CD4 n’avait pas d’impact sur la 
capacité des LT CD8 à proliférer ou à devenir des cellules effectrices efficaces (Janssen et al. 
2003; Shedlock and Shen 2003; Sun and Bevan 2003). En revanche, les LT CD8 activés en 
absence d’aide des LT CD4 ont montré des réponses de rappel défectueuses après un second 
challenge par l’antigène. Ainsi, l’aide des LT CD4 est nécessaire pendant la primo-infection 
pour la génération de LT CD8 mémoires fonctionnels.  
 Les LT CD4 sont capables d’envoyer des signaux cytokiniques aux LT CD8. En effet, ils 
sont les principaux producteurs d’IL-2, cytokine ayant la capacité d’agir par communication 
paracrine sur les LT CD8 en se liant à son récepteur CD25 (ou IL-2R). Nous allons voir dans la 
section suivante que l’IL-2 joue un rôle primordial dans la différenciation des LT CD8 en 
effecteurs ainsi que pour la génération de cellules mémoires.  
 

2.1.4 Cytokine à chaine 𝛾𝑐: importance de l’interleukine 2 (IL-2)  
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L’IL-2 appartient à la famille de cytokines signalant via la chaine γ (γc) des récepteurs. 
Elle joue un rôle majeur dans la différenciation, la survie et l’expansion des LT CD8 effecteurs 
et favorise également le développement de la mémoire à long terme (Kalia and Sarkar 2018). 
Son récepteur, exprimé notamment à la surface des LT CD8, est composé de 3 chaines à savoir 
la chaine 𝛼 (CD25 ou IL-2R𝛼), la chaine 𝛽 (CD122 ou IL-2R𝛽) et la chaine commune 𝛾 (IL-2R𝛾 
ou 	𝛾𝑐). C’est l’association en complexe avec ces 3 chaines qui présente la plus forte affinité 
pour l’IL-2. Lorsque l’IL-2 se lie sur son récepteur, les protéines Jak1 et Jak3 sont recrutées au 
niveau des chaines CD122 et 𝛾𝑐 provoquant une signalisation en aval. Ainsi, 3 voies vont être 
activées : les voies des MAP kinases (MAPK) et PI3-kinases (PI3K) induisant la transcription de 
gènes liés à la prolifération et à la survie, et la voie JAK-STAT permettant entre-autre, la 
transcription et la surexpression à la surface de la sous-unité CD25 du récepteur (Figure 8).  
 

 
FIGURE 8 : SIGNALISATION VIA LE RECEPTEUR A L’IL-2  

Le récepteur à l’IL-2 est un complexe formé de 3 chaines (IL-2R𝛼 , IL-2R𝛽 et 𝛾c). L’activation du récepteur via 
la liaison de l’IL-2 induit le recrutement des protéines JAK1 et 3 et déclenche 3 voies de signalisation 
distinctes : la voie MAP kinase (MAPK) et PI3 kinase (PI3K) induisant la transcription de gènes associés à la 
prolifération et à la survie ; la voie JAK/ STAT via STAT5 permettant la transcription du gène IL-2R𝛼. (Schéma 
repris et adapté de Amaria et al., 2015). 
 
Lors d’une réponse immunitaire, les LT CD4 activés produisent une quantité importante d’IL-
2 pouvant agir alors en paracrine sur les LT CD8. Cependant, l’IL-2 est également produite par 
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les LT CD8 activés, elle peut donc aussi agir de manière autocrine (Kalia and Sarkar 2018). 
Williams, et al. ont montré que le signal IL-2 reçut pendant la primo-infection était crucial pour 
induire une réponse proliférative secondaire robuste et que la signalisation paracrine était 
suffisante pour la génération de LT CD8 mémoires capables de produire de l’IFN𝛾 après 
restimulation (Williams, Tyznik, and Bevan 2006). Plusieurs études s’accordent à dire que c’est 
la sécrétion autocrine d’IL-2 par les LT CD8 qui est requise par les cellules effectrices pendant 
l’expansion primaire pour une expansion secondaire optimale des LT CD8 mémoires (Feau et 
al. 2011; Redeker et al. 2015; Toumi et al. 2022). De plus, Toumi, et al. ont également étudié 
le rôle de l’IL-2 paracrine sur la réponse T. Ils ont conclu que l’IL-2 paracrine est responsable 
de la différenciation et de l’expansion des LT effecteurs et suffit à la formation du pool de 
mémoires (différenciation en LT mémoires centraux, maintient homéostatique et poly-
fonctionnalité des cellules mémoires) (Toumi et al. 2022). Seule une fraction des cellules CD8 
produit de l’IL-2. Kahan, et al. le démontre via à un système de souris rapportrices à double 
cytokine IFN𝛾.Thy1.1 / IL-2.GFP identifiant les cellules productrices d'IFN𝛾 et d'IL-2 par 
l'expression de Thy1.1 (CD90) et de la protéine fluorescente verte (GFP) respectivement 
(Kahan et al. 2022). Ils ont mis en évidence que les LT CD8 non producteurs d’IL-2 répondent 
au signal IL-2 via STAT5 et gagnent des traits de cellules effectrices. A l’inverse, les cellules 
productrices d’IL-2 reçoivent un signal plus faible via la voie STAT5 et atteignent plus 
rapidement un phénotype mémoire ce qui est en accord avec les études de Pipkin, et al. et de 
Kalia, et al. (Kalia et al. 2010; Pipkin et al. 2010). En effet, les LT CD8 activés exprimant à un 
plus fort niveau la chaine 𝛼 du récepteur (CD25) perçoivent un signal IL-2 prolongé engendrant 
une prolifération plus rapide mais sont plus sujets à l’apoptose (Kalia et al. 2010). Ces cellules 
expriment davantage le marqueur KLRG1 associé au phénotype effecteur terminal ainsi que 
les gènes GzmB (granzyme B) et Prf1 (perforine) associés à la cytotoxicité. A l’inverse, les LT 
CD8 CD25lo sont moins sensibles à l’IL-2 et présentent une augmentation de l’expression de 
CD127 et CD62L, marqueurs associés à la mémoire. Pour tester leur programme de 
différenciation, les auteurs ont transféré les LT effecteurs CD25hi et CD25lo dans des souris 
receveuses préalablement infectées par LCMV-A. Cette expérience a démontré que les 
cellules CD25hi se différenciaient en effecteurs terminaux alors que les mémoires à longue 
durée de vie proviennent des LT effecteurs CD25lo. En accord avec cette étude, Pipkin, et al. 
ont démontré par des expériences in vitro, qu’une forte stimulation IL-2 induisait la 
transcription du gène Prf1 et conduisait à la différenciation des cellules en effecteurs 
cytotoxiques (Pipkin et al. 2010). Au contraire, les LT CD8 ayant reçu un faible signal IL-2 
présentent des traits de cellules mémoires avec l’expression des marqueurs CD122, CD127 et 
CD62L. Ainsi, la force du signal oriente la différenciation des cellules en effecteurs ou 
mémoires. De plus, Redeker et al. ont utilisé le modèle d’infection par le Cytomégalovirus 
murin (MCMV) dans lequel les populations de LT mémoires antigènes-spécifiques, en fonction 
de leur liaison aux différents tétramères du CMH-I, disposent de différentes capacités à 
produire de l’IL-2 (pourcentage élevé, modéré ou faible production d’IL-2) (Redeker et al. 
2015). Grâce à ce système, ils ont démontré une corrélation entre le pourcentage de cellules 
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mémoires CD8 antigènes-spécifiques productrices d’IL-2 au sein de la population totale et leur 
capacité d’expansion secondaire (Redeker et al. 2015).  
 

Ainsi, les signaux d’IL-2 paracrine et autocrine semblent complémentaires pour une 
réponse T optimale. L’IL-2 est un acteur essentiel de la différenciation effecteurs/ mémoires. 
Cependant, il joue un rôle bivalent : un fort signal induit la différenciation en effecteurs alors 
que l’établissement de cellules mémoires à long terme nécessite un plus faible signal IL-2 
(Figure 9).  
 

 
FIGURE 9 : ROLE DE L’IL-2 SUR LA DIFFERENCIATION DES CELLULES 

Après activation via les DC, les LT CD8 reçoivent un signal IL-2 paracrine par les LT CD4 activés et également 
autocrine via leur propre production. Ce signal IL-2 est crucial pour la différenciation en LT effecteurs / 
mémoires. L’absence de signal IL-2 autocrine conduit à un défaut d’expansion des LT CD8 mémoires lors 
d’une réinfection par le même pathogène. Les LT CD8 recevant un faible signal IL-2 acquièrent un phénotype 
mémoire alors que celles ayant reçu un fort signal se différencient en cellules effectrices terminales. (Schéma 
repris et adapté de la thèse de Wang 2022). 
 

2.2 Prolifération et différenciation en cellules effectrices 
2.2.1 Expansion clonale 

 
Après activation via l’ensemble des signaux vu précédemment, les LT CD8 s’expandent 

drastiquement au niveau des OLII. Le faible nombre de cellules T naïves génèrent alors jusqu’à 
plus de 10 millions de cellules effectrices au pic de la phase d’expansion clonale qui est atteint 
entre 7 et 12 jours selon les modèles d’infection. Les LT CD8, stimulés pendant une période 
variant entre 2 et 24 heures, sont capables de réaliser au minimum 7 divisions sans qu’ils aient 
besoin d’une stimulation supplémentaire par les CPA (Badovinac and Harty 2006; Kaech, 
Wherry, and Ahmed 2002). On parle ainsi d’activation autopilote (Bevan and Fink 2001). Dans 
le cas d’infection par LCMV-A par exemple, les LT CD8 peuvent réaliser au moins 15 divisons 
par cellules naïves sur une période de 8 jours d’infection (Badovinac and Harty 2006; Butz and 
Bevan 1998). En parallèle de cette expansion, une importante reprogrammation métabolique, 
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communément nommé « switch métabolique », se met en place. En effet, ce processus 
permet non seulement de palier à la demande énergétique coûteuse pendant la phase de 
prolifération, et fournit également l’ensemble des intermédiaires métaboliques dont ils ont 
besoin pour synthétiser les composants cellulaires des cellules filles générées (Gupta, Wang, 
and Chen 2020). Les cellules naïves sont dépendantes de la phosphorylation oxydative alors 
que les LT activés régulent à la hausse la glycolyse aérobie. Ainsi, les cellules passent d’un 
métabolisme catabolique à anabolique. Toutefois, ce switch métabolique est transitoire 
puisque le métabolisme des cellules mémoires est ramené à la phosphorylation oxydative.  

 
2.2.2 Circulation et recrutement au site de l’infection 

 
L’activation des LT CD8 s’accompagne de changements dynamiques dans l’expression des 
molécules d’adhésion et des récepteurs aux chimiokines. En effet, les LT, une fois activés dans 
les ganglions lymphatiques, vont migrer pour rejoindre le site enflammé afin d’éliminer 
l’infection et protéger l’hôte (Figure 10). Pour ce faire, les cellules perdent l’expression de 
CD62L et CCR7 qui leur permettaient de rester dans les OLII (Nolz et al. 2011). Ils réexpriment 
le gène codant pour le récepteur S1PR1, inhibé par les LT naïfs. L’expression de CXCR3 est 
fortement augmentée ce qui permet aux LT activés d’être recrutés au site de l’infection via un 
gradient de chimiokines CXCL9 et CXCL10 induites par l'IFNγ. De plus, l’intégrine α4β1 (VLA-4) 
régulée à la hausse sur les LT, interagit avec son ligand VCAM-1 (CD106) exprimé sur 
l’endothélium enflammé (Alon et al. 1995). Ainsi, les LT activés vont sortir du ganglion et 
rejoindre la circulation sanguine pour ensuite rentrer dans les tissus infectés. L’expression de 
certaines intégrines joue un rôle dans la migration des LT au niveau de tissus spécifiques. En 
particulier, l’expression de VLA-1 (α1β1) permet une localisation des LT CD8 au niveau du 
poumon après une infection par le virus de la grippe (Ray et al. 2004). De plus, les LT activés 
exprimant l’intégrine α4β7 vont les amener à se diriger vers l’épithélium intestinal (Masopust 
et al. 2010). 
 Ainsi, cette dynamique d’expression d’intégrines et de récepteurs aux chimiokines 
permet aux LT CD8 activés de migrer aux sites infectés. En effet, les cellules vont acquérir des 
fonctions effectrices leur permettant d’éliminer les cellules infectées.   
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FIGURE 10 : CIRCULATION DES LT CD8 ENTRE LE GANGLION ET LE SITE D’INFECTION 

Les LT CD8 naïfs arrivent dans le ganglion lymphatique via les HEV et interagissent avec les DC provenant 
du site infecté (ici le poumon). Les LT CD8 reconnaissent le complexe CMH-I/peptide présenté par les DC et 
reçoivent les signaux nécessaires à leur activation (signal 2, 3, aide des CD4, IL-2). Les LT activés prolifèrent, 
se différencient en cellules effectrices et migrent à travers la circulation sanguine jusqu’au site infecté dans 
le but d’éliminer le pathogène. (Schéma repris et adapté de Gong, Linderman, and Kirschner 2014). 
 

2.2.3 Acquisition des fonctions effectrices et cytolyse 
 

Comme mentionné précédemment, les LT CD8 activés vont acquérir des fonctions 
effectrices dont la production de molécules cytotoxiques (1) ainsi que la sécrétion de cytokines 
(2), indispensable pour le contrôle de l’infection. 
 
(1) Les fonctions cytotoxiques 
 

L’un des principaux systèmes permettant aux LT CD8 de tuer les cellules infectées est 
la dégranulation libérant des molécules cytotoxiques telles que les granzymes et la perforine. 
Ces dernières sont synthétisées à la suite de l’activation des LT et de leur différenciation en 
cellules effectrices, et sont ensuite stockées dans des granules, appelées granules 
cytotoxiques, présentes dans le cytoplasme des cellules. Il suffit de quelques minutes dans le 
tissu pour que le LT effecteur reconnaisse le complexe CMH-I/peptide à la surface d’une cellule 
infectée via son TCR. Il s’ensuit alors une série de modifications afin de former une synapse 
cytotoxique ou synapse sécrétoire entre le LT et la cellule cible. De la même manière que la 
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synapse immunologique, la synapse sécrétoire est structurellement organisée avec une zone 
centrale (cSMAC) comportant le TCR puis une zone périphérique (pSMAC) où se concentre les 
molécules d’adhésion telles que LFA-1 (Ritter et al., 2015 ; de Saint Basile, Ménasché, and 
Fischer 2010 ; Stinchcombe et al., 2006). Le cytosquelette d’actine va subir des 
réarrangements, se concentrant au niveau de la zone de contact puis migrant aux extrémités 
de la synapse laissant une zone centrale libre d’actine. En parallèle, le centre organisateur des 
microtubules (MTOC) se polarise vers la cellule cible et s’arrime à la membrane plasmique 
entrainant avec lui les granules cytotoxiques (Figure 11). Ceux-ci fusionnent alors avec la 
membrane et le contenu est libéré dans l’espace synaptique.   
 La perforine est une protéine monomérique dont l’activité est dépendante du pH 
(active à un pH neutre) et du calcium (Voskoboinik, Whisstock, and Trapani 2015). Au niveau 
de la membrane plasmique de la cellule cible, celle-ci forme des pores permettant le passage 
des granzymes dans le cytosol de la cellule cible (Law et al. 2010). Cependant, des études ont 
montré que seuls de petits solutés étaient capables de passer via ces pores. Ainsi, les 
granzymes seraient internalisés avec les pores de perforines dans des endosomes puis les 
pores s’assemblent dans la vésicule permettant la sortie des granzymes dans le cytosol (Thiery 
et al. 2010).  
Le granzyme B (GzmB), une protéase, est le granzyme pro-apoptotique le plus puissant alors 
que le GzmA génère une forme plus lente de mort (Voskoboinik et al. 2015). Le GzmB induit 
l’apoptose de la cellule via plusieurs voies telles que la voie mitochondriale ou cytosolique en 
initiant directement l’activation des caspases ou en clivant les substrats des caspases (Boivin 
et al. 2009).  
  

 
FIGURE 11 : MISE EN PLACE DE LA SYNAPSE SECRETOIRE ENTRE LA LT CD8 ET LA CELLULE CIBLE 

Afin d’éliminer les cellules infectées, les LT CD8 effecteurs forment une synapse sécrétoire avec leur cellule 
cible. Le LT CD8 reconnait ainsi le complexe CMH-I/peptide sur la cellule cible et engage son TCR induisant 
le recrutement de molécule d’adhésion telle que LFA-1. Il s’ensuit un réarrangement du cytosquelette 
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d’actine qui s’enrichit d’abord au niveau de la zone centrale de la synapse puis migre à la périphérie. Dans 
le même temps, le centre organisateur des microtubules (MTOC) se polarise vers le centre et s’arrime à la 
membrane avec les granules cytotoxiques qui seront libérés dans l’espace synaptique. (Schéma repris et 
adapté de Petit et al., 2016). 

 
 En parallèle de la voie perforine/granzyme, les LT effecteurs expriment les ligands Fas 
(FASL) et TRAIL pouvant interagir avec les récepteurs FAS et TRAIL (TRAILR) conduisant à la 
mort de la cellule cible par apoptose via l’activation de la caspase 8 (Brincks et al., 2009 ; Kägi 
et al., 1994).   
 
(2) Les cytokines  
 
 Les LT CD8 effecteurs produisent un certain nombre de cytokines dont l’IFN𝛾, le TNF𝛼 
et l’IL-2 (le rôle de l’IL-2 a été décrit dans la partie I- 2.1.4). L’IFN𝛾 est une cytokine soluble, 
seul membre de la famille des IFN de type II. Il joue un rôle primordial dans l’immunité innée 
et adaptative. En effet, il permet de contrôler des infections notamment 
bactériennes puisqu’une déficience en IFN𝛾 chez l’Homme et la souris a montré une 
susceptibilité à deux bactéries intracellulaires, Mycobacterium et Salmonella (Jouanguy, et al. 
1999). L’IFN𝛾 un également un activateur des macrophages permettant d’augmenter la 
phagocytose de ces cellules. De plus, il induit l’augmentation des molécules de CMH-I à la 
surface des cellules favorisant la présentation d’antigènes et donc améliorant la réponse 
immunitaire médié par les LT CD8 (Zhou 2009). A l’inverse, le rôle du TNF𝛼 est controversé. 
Certains le classent comme un facteur de l’inflammation, protecteur de l’hôte en induisant 
l’apoptose des cellules (Smyth and Johnstone 2000). A l’inverse, des études ont montré que 
le TNF𝛼 altère la maturation des CPA et leur survie et qu’il n’est pas requis pour une réponse 
antivirale mais aurait plutôt une fonction antitumorale (Brehm, Daniels, and Welsh 2005; 
Calzascia et al. 2007).  
 Les LT CD8 effecteurs sécrètent également plusieurs chimiokines. Eberlein, et al. ont 
mis en évidence la signature de chimiokines secrétés par les LT CD8 effecteurs en réponse à 
différents pathogènes (LCMV-A, VV, Listeria, …) qui comprend CCL1, CCL3, CCL4, CCL5, 
CCL9/10 et XCL1 (Eberlein et al. 2020).  
 Ainsi, l’ensemble de ces fonctions effectrices acquises par les LT CD8 effecteurs 
permettront d’éliminer le pathogène. Ensuite, la majorité des cellules subissent un processus 
de mort cellulaire, c’est la phase de contraction. 
 

2.3 Contraction clonale 
 

Lors de la phase de contraction, entre 90 et 95% des LT CD8 effecteurs meurent par 
apoptose. Afin d’étudier la phase de contraction, Garrod, et al. ont évalué l’activité de la 
caspase 3 grâce à un système de rapporteur in vivo, afin d’identifier les cellules entrant en 
apoptose (Garrod et al. 2012). Ils ont d’abord démontré que la contraction était un processus 
systémique étant donné que le taux d’apoptose était similaire aux différentes localisations 
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évaluées (rate, ganglion, foie, poumon, …) indépendamment du type d’infection (local ou 
systémique). Toutefois, en nombre absolu, la rate est le site préférentiel de contraction. 
Ensuite, ils ont mis en évidence que le processus de contraction dépendait de la disponibilité 
en antigène dans l’environnement. En effet, une immunisation par le peptide OVA avec un 
l’adjuvant LPS (lipopolysaccharide) puis une seconde injection de peptides après 4 jours 
conduit à une diminution de la susceptibilité des LT à l’apoptose.  
Toutefois, ce modèle de contraction dépendant de la quantité en antigène est controversé et 
d’autres études estiment que la contraction est programmée très tôt après l’infection. En 
effet, Badovinac, et al. ont montré que le traitement antibiotique permettant de réduire le 
nombre de bactéries chez des souris infectées avec une souche atténuée de Listeria 
monocytogenes n'affectait pas la cinétique de contraction en comparaison aux souris non 
traitées (Badovinac, Porter, and Harty 2002). En outre, ils ont obtenu des résultats similaires 
après infection des souris avec différentes doses de L. monocytogenes.  
Quelques années après, ils ont démontré que le prétraitement antibiotique avant infection 
par L. monocytogenes (1x107) de souris abrogeait la phase de contraction, ce qui n’avait pas 
d’impact sur la génération de cellules mémoires fonctionnelles (Badovinac, Porter, and Harty 
2004). De plus, le prétraitement accélérant la clairance bactérienne, réduit la production 
d’IFN𝛾 très tôt après l’infection et accélère la génération de cellules résistantes à l’apoptose 
(augmentation du marqueur anti-apoptotique Bcl2) ayant un phénotype mémoire (LT CD8 
IL7R+). Ainsi, les signaux inflammatoires et spécifiquement la production d’IFN𝛾 régulent le 
programme de contraction. En effet, l’injection de CpG, induisant notamment la production 
d’IFN𝛾, chez des souris prétraitées avec un antibiotique et infectées par L. monocytogenes 
restaure la phase de contraction.  
 L’apoptose peut être déclenchée par 2 voies différentes : la voie extrinsèque faisant 
appel aux récepteurs de mort tel que FAS à la surface des cellules ; la voie intrinsèque via les 
mitochondries. Cette dernière est notamment régulée par la famille Bcl2 comprenant des 
protéines pro et anti-apoptotiques. Des expériences chez des souris déficientes en protéine 
pro-apoptotique Bim ont montré qu’elle était nécessaire pour certaines réponses apoptotique 
(Bouillet et al. 1999). Ainsi, Pellegrini, et al. ont investigué ces deux voies via l’utilisation de 
souris déficientes en récepteur FAS ou en protéine Bim infectées par le virus Herpès simplex 
(HSV) (Pellegrini et al. 2003). Leur résultat ont mis en évidence une accumulation et une 
persistance des cellules CD8 antigène-spécifiques en absence de Bim comparé aux souris 
contrôles et déficientes pour Fas, démontrant ainsi que le processus de contraction est médié 
par la voie intrinsèque via Bim.  

Ainsi, la majorité des cellules meurent par apoptose mais une minorité se maintient et 
laisse place à une population de cellules mémoires dont nous allons détailler leurs 
caractéristiques par la suite.  
  

2.4 Génération des cellules mémoires 
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La mémoire cellulaire est une caractéristique des lymphocytes T. Stephen Jameson 
définit la LT mémoire comme étant « une cellule […] dérivée d'une cellule T naïve proliférante, 
qui perd de nombreuses caractéristiques naïves, persiste au-delà de la phase effectrice 
immédiate (si elle est présente) et présente des propriétés fonctionnelles modifiées par 
rapport aux cellules T naïves telles que des modèles de trafic non naïfs ou le potentiel de 
réponses effectrices rapides (telles que la production de cytokines ou la cytolyse). » (traduit 
de l’anglais » (Jameson 2021). En effet, l’établissement de la mémoire fait suite à la réponse 
primaire, c’est-à-dire après la phase de contraction. Cette population de LT CD8 mémoires est 
composée de cellules spécifiques des différents antigènes appartenant au pathogène ayant 
infecté l'hôte. Ainsi, lors d’une seconde infection par le même pathogène, les cellules sont 
capables de générer une RI secondaire plus rapidement et plus efficacement que la primo-
infection, conférant une protection à l’hôte. Dans les parties suivantes, nous allons voir 
comment ces cellules se maintiennent et quelles sont leurs caractéristiques.  
 

2.4.1 Persistance de la mémoire : des cellules à longue durée de vie 
 
 Le maintien à long terme des mémoires est essentiel pour conférer une protection 
durable à l’hôte. Homann, et al. ont montré que le niveau des mémoires T CD8 se stabilisait 
25 jours après infection par LCMV-A et reste stable plusieurs années après (jusqu’au temps 
évalué par les auteurs qui est d’environ 2 ans et demi) (Homann, Teyton, and Oldstone 2001).  
Dans le cas de la vaccination contre la variole, les mémoires T CD8 décroissent lentement mais 
présentent tout de même un temps de demi-vie estimé entre 8 et 15 ans (Hammarlund et al. 
2003).  
Cette maintenance au long terme des LT mémoires est dépendante d’interactions TCR/CMH-
I ainsi que de signaux cytokinique (Tanchot et al. 1997). En effet, plusieurs études ont montré 
que des souris déficientes en IL15 (IL15-/-) ou en récepteur à l’IL15 (IL15R-/-) présentaient un 
déclin du nombre de mémoires au cours du temps (Becker et al. 2002; Goldrath et al. 2002). 
Ainsi, ces études ont mis en évidence le rôle crucial de l’IL15 dans la prolifération 
homéostatique des LT CD8 mémoires pour maintenir la stabilité du compartiment mémoire 
sur de longue période de temps. Au niveau transcriptionnel, Zhou et al. ont mis en évidence 
que le facteur de transcription (FT) TCF1 était requis pour maintenir la réactivité à l’IL15 dans 
les mémoires T CD8 induisant ainsi la persistance des mémoires (Zhou et al. 2010). En effet, 
ils ont montré que TCF1 était capable de se fixer au niveau du locus d’EOMES induisant sa 
transcription. Ce dernier régule positivement la transcription du gène à l’IL-2R𝛽, la sous-unité 
partagée entre les récepteurs à l’IL-2 et l’IL15, ce qui donc induit la réactivité à l’IL15. 
En plus de l’IL15, l’IL7 joue un rôle dans la survie des mémoires CD8. Schluns, et al. ont mis en 
évidence in vivo que des cellules déficientes pour le récepteur à l’IL7 (IL7R-/-) et spécifiques au 
virus de la stomatite vésiculaire (VSV) sont moins prône à survivre et à se différencier en 
cellules mémoires (Schluns et al. 2000). Ils démontrent que cette survie des mémoires est 
dépendante de la réexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl2, qui est induite par l’IL7.  
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2.4.2 Des cellules en nombre élevé et dans un état « hyper-répondeur » 
 

Une des caractéristiques des LT mémoires est leur fréquence largement augmentée en 
comparaison aux cellules T naïves. En effet, Blattman, et al. ont estimé la fréquence de 
précurseurs naïfs et de cellules mémoires générées en réponse à l’antigène GP33-41 de LCMV-
A (Blattman et al. 2002). Ils ont montré qu’il existait entre 100 et 200 LT CD8 naïfs spécifiques 
de l’antigène GP33-41 et que 5x105 LT antigène-spécifiques survivaient pour constituer le pool 
de mémoire, revenant à 1000 fois plus de cellules mémoires que de naïves. Cette fréquence 
accrue améliore ainsi la probabilité de rencontre avec l’antigène lors d’une seconde infection.  
 Lors d’une seconde rencontre avec l’antigène, les LT CD8 mémoires engagent leur TCR 
et sont capables de proliférer et réacquérir très rapidement les fonctions effectrices, 
constituant la caractéristique principale des cellules mémoires. Cet état, qualifié d’hyper-
répondeur, est la résultante de modifications épigénétiques influençant le programme 
transcriptionnel de différenciation des LT CD8. Ainsi, ces modifications épigénétiques incluent 
(1) la modification des histones et (2) la modification de l’ADN principalement par la 
méthylation.  
 

(1) Modification des histones 
 
La modification des histones est un processus post-traductionnel au niveau des queues 

N-terminales incluant principalement la méthylation et l’acétylation ce qui permet de réguler 
la compaction de la chromatine et donc l’accessibilité à l’ADN. De manière générale, 
l’acétylation des histones a un effet activateur sur la transcription alors que la méthylation 
peut avoir un effet activateur ou répressif.  
Ainsi, la méthylation de l’histone H3 sur la lysine 4 (H3K4me) est associée à l’activation de la 
transcription alors que les marques de tri méthylation de la lysine 27 sur H3 (H3K27me3) 
conduit à la répression des gènes. L’organisation de l’état transcriptionnel des gènes est ainsi 
segmentée en 3 catégories dans les LT mémoires : les gènes actifs, exprimés et associés avec 
des marques d’H3K4me ; les gènes réprimés, non exprimés et enrichis en marques H3K27me3 
et les gènes « poised » ou prêts à être transcris à la prochaine activation, qui ne sont pas ou 
peu exprimés et qui contiennent à la fois des marques H3K4me et H3K27me3 (Figure 12) 
(Araki et al. 2009; Youngblood, Hale, and Ahmed 2015). De plus, les cellules mémoires 
présentent de fortes marques d’acétylation sur la lysine 9 d’H3 (H3K9ac) notamment sur les 
promoteurs des gènes des fonctions effectrices tels que l’IFN𝛾 et le GzmA (Fann et al. 2006). 
Ceci permet de faciliter la réexpression de ces gènes et donc la réponse rapide des LT 
mémoires en cas de réinfection.   
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FIGURE 12 : MODIFICATIONS EPIGENETIQUES VIA LA MODIFICATION DES HISTONES 

Il existe 3 états transcriptionnels en fonction des marques épigénétiques sur les histones : activé, « poised » 
(prêt à être transcrit), et réprimé. Ainsi, les gènes activés possèdent une densité plus faible en nucléosomes 
qui comportent des marques d’acétylation (H3K9ac) et de méthylation (H3K4me) sur leurs queues N-
terminales conduisant à l’activation du promoteur du gène. Les gènes « poised » sont plus denses en 
nucléosomes et comprennent à la fois des marques activatrices (H3K4me) et inhibitrice (H3K27me3) 
réprimant de ce fait la transcription du gène. Enfin, les gènes réprimés présentent une forte densité en 
nucléosomes qui présentent uniquement des marques inhibitrices (H3K27me3). De ce fait, l’accessibilité au 
promoteur est restreinte et la transcription du gène est inhibée. (Schéma repris et adapté de Nguyen et al., 
2015). 
 

(2) Méthylation de l’ADN  
 
 La méthylation de l’ADN est un deuxième mécanisme épigénétique, la plupart du 
temps se produisant sur les cytosines (C) précédent une guanine (G) (CpG). Les promoteurs 
sont enrichis en CpG que l’on appelle des îlots CpG et sont un site préférentiel de méthylation. 
En règle générale, une forte méthylation de l’ADN est associée à une répression des gènes 
alors qu’une faible méthylation conduit à la transcription des gènes. Kersh, et al. ont montré 
que le locus de l’IFN𝛾 chez les LT naïfs était fortement méthylé au site CpG alors qu’il est 
complètement déméthylé chez les LT effecteurs leur permettant de sécréter de l’IFN𝛾 (Kersh 
et al. 2006). En revanche, le locus des LT mémoires était hypo-méthylé, c’est-à-dire 
partiellement méthylé, permettant aux cellules mémoires de rapidement transcrire et 
sécréter de l’IFN𝛾 après stimulation de leur TCR. De plus, Youngblood, et al. ont montré que 
les cellules effectrices présentaient une augmentation de méthylation de novo au niveau des 
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locus des gènes associés aux LT naïfs tels que Sell codant pour CD62L réprimant de ce fait ce 
gène (Youngblood et al. 2017). A l’inverse, les LT mémoires réexpriment ces gènes corrélant 
avec une déméthylation du promoteur Sell.  
 
 Ainsi, l’ensemble de ces modifications épigénétiques participe à l’état hyper-
répondeur des cellules mémoires et contribue à la réactivation rapide et efficace de ces 
cellules lors d’une seconde infection. 
  

3. Hétérogénéité fonctionnelle de la mémoire 
3.1 Qualité des mémoires 

 
Les LT mémoires peuvent être distingués des cellules naïves par l’expression du 

marqueur d’activation CD44 chez la souris ou CD45RO chez l’Homme. Plusieurs autres 
marqueurs phénotypiques ont fait l’objet d’études et ont permis de mettre en évidence 
l’hétérogénéité du pool de cellules mémoires. En effet, ce pool est constitué de différentes 
sous-populations ayant des propriétés fonctionnelles distinctes. Sallusto, et al. ont mis en 
évidence 2 sous-populations de cellules mémoires basés sur le marqueur d’adhésion CD62L 
et le récepteur à chimiokine CCR7 (Sallusto, Lenig, and Lanzavecchia 1999). Ainsi, ils ont défini 
d’un côté les cellules T à mémoire centrale ou TCM, caractérisés par l’expression de CD62L et 
CCR7, et de l’autre les TEM pour mémoire T effecteur, négatifs pour les 2 marqueurs (Table 
1). Ces marqueurs défissent la localisation anatomique des 2 sous-populations, les TCM se 
situant dans les OLII et les TEM étant capable d’entrer et de circuler entre les tissus. Ainsi, les 
TCM et les TEM sont définis comme les mémoires circulantes. En outre, ces populations 
présentent des différences fonctionnelles. Les TEM, après restimulation, produisent 
rapidement de l’IFN𝛾 et les molécules cytotoxiques (perforine notamment), leurs permettant 
de rapidement contenir l’infection (Sallusto et al. 1999). A l’inverse, les TCM ne disposent pas 
de fonctions effectrices mais produisent de l’IL-2 et sont donc capables générer une nouvelle 
vague de cellules effectrices. Une 3e catégorie de mémoires résidents dans les tissus (TRM) 
après infection, a été plus récemment décrit et mis en évidence chez l’Homme et la souris 
dans différents tissus tels que la peau, le foie ou encore les poumons (Table 1) (Szabo, Miron, 
and Farber 2019). Les TRM se distinguent des mémoires circulantes par l’expression de la 
protéine CD69, également marqueur d’activation précoce, ainsi que de la molécule d’adhésion 
CD103 (ITGAE) bien que son expression soit plus variable (Bergsbaken and Bevan 2015; Kumar 
et al. 2017). Ils ont la particularité de sécréter de grande quantité d’IFN𝛾, constituant ainsi la 
première la ligne de défense lors d’une réinfection (Schenkel et al. 2014). De plus, ils 
produisent également de l’IL-2 et du TNF𝛼 leur permettant de recruter des composants de 
l’immunité innée et adaptative (activation des NK, maturation des DC, recrutement des TEM, 
…). 
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TABLE 1 : CARACTERISTIQUES DES PRINCIPALES POPULATIONS DE LT CD8 MEMOIRES CHEZ LA 

SOURIS 

Sous-population Phénotype Fonction Localisation 
anatomique 

TCM CD44+ CD62L+ CCR7+ CD69- 

CD103- 

Cytotoxicité +- 
Prolifération ++ 

Circulation entre les 
OLII 

TEM CD44+ CD62L- CCR7- CD69- 

CD103- 
Cytotoxicité ++ 
Prolifération +- 

Circulation entre les 
tissus périphériques 

TRM CD44+ CD62L- CCR7- CD69+ 

CD103+ 

Cytotoxicité ++ 
Prolifération + 

Résidents dans les 
tissus périphériques 

 
 L’hétérogénéité des cellules mémoires ne se limitent pas à ces 3 sous-populations mais 
est en réalité bien plus large. Böttcher, et al. ont mis en évidence des populations de mémoires 
basés sur l’expression du récepteur CX3CR1. Ce marqueur subdivise les mémoires en 
population non redondantes avec la classification TCM/TEM puisque CX3CR1 est exprimé par 
30 et 75% de TCM et TEM respectivement (Böttcher et al. 2015). Ainsi, les mémoires CX3CR1+ 

ont la capacité de produire instantanément les fonctions effectrices (GzmB par exemple) et 
ainsi contrôler rapidement l’infection. Au contraire, les mémoires négatives pour CX3CR1 
n’ont pas ce potentiel mais peuvent produire de grandes quantités d’IL-2 après restimulation, 
leur conférant une capacité de prolifération accrue. Hikono, et al. sur la base des marqueurs 
CD27 et CD43, ont défini 3 sous-populations de LT mémoires chez la souris : CD27+/ CD43+, 
CD27+/ CD43-, CD27-/ CD43- (Hikono et al. 2007). Leur étude a montré une différence de 
capacité des 3 populations à produire une réponse secondaire efficace notamment en termes 
de prolifération et donc de recrutement/accumulation au niveau du poumon. Sur cette base, 
ils ont ainsi défini une hiérarchie des populations de telle sorte que CD27+ CD43- > CD27+ 
CD43+ > CD27- CD43-. A l’inverse, Olson, et al. ont démontré que la population double négative 
(CD27-/ CD43-) était plus efficace pour éliminer le pathogène (Olson et al. 2013). En effet, ils 
ont transféré les 3 populations de mémoires LCMV-A-spécifiques dans des souris naïves qui 
ont ensuite été infectées soit par L. monocytogenes ou VV. Pour ces deux types d’infection, 
sur la base de la mesure du nombre de colonies bactériennes ou particules virales, les LT 
mémoires CD27-/ CD43- ont montré une meilleure capacité d’élimination de Listéria et de VV 
et ainsi une capacité de protection supérieure comparés aux autres populations.  
  
 Il est à noter qu’il existe, en plus des mémoires induites par l’antigène décrites ci-
dessus, une population de mémoires dites innées générées à partir des LT naïfs via des voies 
alternatives notamment par des cytokines. Leurs propriétés sont similaires à celles induites 
par l’antigène :  elles prolifèrent et sécrètent de grande quantité d’IFN𝛾 suite à la stimulation 
de leur TCR afin de monter une réponse efficace contre l’infection (Haluszczak et al. 2009). 
Cependant, les mémoires induites par l’antigène peuvent être distinguées des mémoires 
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innées par leur expression de NKG2D ainsi que des intégrines telles que CD29, CD49a et 
CD49d, leur conférant des capacités de migration au site infecté dont ne disposent pas les 
mémoires innées (Grau et al. 2018).  
 

En conclusion, les cellules mémoires sont caractérisées par leur quiescence et leur 
potentiel d’auto-renouvellement tout comme les LT naïfs. Cependant, elles diffèrent de leur 
ancêtre naïf par une réactivé accrue suite à une stimulation antigénique résultant d'un 
programme transcriptionnel modifié et de modifications épigénétiques induites lors de la 
réponse primaire et maintenues par la suite. Ainsi, les nombreuses caractéristiques des LT CD8 
sont mémorisés et sont associés à une protection accrue. Elles incluent des propriétés à la fois 
quantitatives et qualitatives. En effet, les LT mémoires sont présentes à une fréquence 
beaucoup plus élevée que les LT naïfs et disposent d’une capacité proliférative accrue en 
réponse secondaire. La qualité des cellules mémoires est notamment définie sur des modèles 
de trafic et de « homing » non naïfs puisqu’elles peuvent migrer dans les tissus. De plus, suite 
à leur stimulation, elles acquièrent plus rapidement leurs fonctions effectrices (cytotoxicité, 
production de cytokines). Le degré de modification des fonctions effectrices des cellules 
mémoires ainsi que l’acquisition de différents récepteurs de homing contribuent à 
l’hétérogénéité du pool de LT mémoires. 
 

3.2 Dysfonctionnement des cellules mémoires par épuisement 
 

Dans un contexte spécifique tel qu’une infection chronique ou un environnement 
tumoral, la persistance de l’exposition à l’antigène ou de l’inflammation entraine les LT CD8 
vers un état de différenciation dit épuisé (« exhausted » en anglais). L’épuisement des cellules 
a été initialement montré chez la souris dans des modèles d’infection virale chronique par 
LCMV avec la souche Clone 13 (LCMV-C) (Zajac et al. 1998). Chez l’Homme, il a été également 
mise en évidence lors d’une infection par HIV (Virus de l’immunodéficience humaine) ou par 
le virus de l’hépatite C (HCV) ou encore dans le cancer (Wherry and Kurachi 2015). 
L’épuisement est caractérisé par une perte progressive des fonctions effectrices (diminution 
de la production d’IL-2, d’IFN𝛾, de TNF et de l’activité cytotoxique), une incapacité des cellules 
à devenir quiescentes ainsi qu’une maintenance de la coexpression de récepteurs inhibiteurs 
(Table 2). En effet, PD1 est l’un des premiers marqueurs à avoir été mis en évidence dans le 
phénomène d’épuisement. Or, comme déjà évoqué précédemment, ce récepteur est 
rapidement surexprimé sur les LT CD8 activés et peut également persister à des niveaux 
modérés chez des adultes sains (Duraiswamy et al. 2011). Ainsi, l’expression d’une seule 
molécule inhibitrice n’est pas suffisante pour définir l’épuisement mais nécessite l’expression 
de plusieurs récepteurs inhibiteurs. Blackburn, et al. ont montré que les récepteurs inhibiteurs 
PD1, Lag3, 2B4 (CD244) et CD160 sont coexprimés lors d’une infection chronique par LCMV-C 
et que la sévérité de l’infection est déterminée par l’étendue de la coexpression de ces 
récepteurs (Blackburn et al. 2009). Il existe également d’autres récepteurs inhibiteurs 
retrouvés dans les modèles d’infection chronique tels que TIM3, CTLA4 ou encore TIGIT.  
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 Dans le but de lever l’inhibition, plusieurs essais de blocages des récepteurs inhibiteurs 
seules ou en combinaison ont été testés. Blackburn, et al. ont démontré qu’un traitement 
combiné avec les anticorps anti-Lag3 et anti-PDL1 conduisait à une forte proportion de cellules 
CD8 produisant de l’IFN𝛾 en comparaison aux traitements anti-PDL1 ou anti-Lag3 seuls, 
améliorant ainsi le contrôle viral (Blackburn et al. 2009). Chez la souris, la combinaison des 
traitements anti-TIM3 et anti-PDL1 permet de réduire drastiquement la croissance des 
tumeurs ou encore le blocage de CTLA4 et PD1 a montré des résultats encourageants pour la 
régression des tumeurs de patients atteints de mélanome à un stade avancé (Sakuishi et al. 
2010; Wolchok et al. 2013).  
 Les LT CD8 épuisés (Tex) disposent de signatures transcriptionnelles uniques incluant 
des voies de signalisation cytokiniques dérégulées ou encore l’altération de l’expression de 
facteurs de transcription (Wherry et al. 2007). Par exemple, les Tex expriment faiblement la 
protéine CD122 (chaine 𝛽 du récepteur à l’IL-2 et IL15) ainsi que CD127 (chaine α du récepteur 
à l’IL7). Ainsi, ces cellules sont incapables de s’auto-renouveler et répondent difficilement aux 
cytokines homéostasiques IL7 et IL15. De plus, les LT épuisés surexpriment des intégrines 
telles que CD49d ou CD29 et régulent à la baisse CD103, modifiant possiblement leur propriété 
migratoire. Enfin, certains facteurs de transcription jouent également un rôle dans 
l’établissement de l’épuisement tels que T-BET et EOMES qui délimitent des sous-ensembles 
de LT épuisés avec des capacités prolifératives distinctes permettant le maintien des 
populations épuisées (Wherry and Kurachi 2015). Bien d’autres facteurs de transcription ont 
permis d’élucider l’hétérogénéité des LT CD8 épuisés mais nous y reviendrons dans la partie 
II. 3.2.2.  
 

TABLE 2 : COMPARAISON DES PROPRIETES ENTRE DES LT CD8 MEMOIRES FONCTIONNELLES ET 
DES LT CD8 MEMOIRES EPUISEES 

Fonctions Mémoires fonctionnelles Mémoires épuisées 
Potentiel de prolifération  +++ +/- 
Production de cytokines +++ +/- 
Expression de récepteurs 
inhibiteurs  

- ++ 

Auto-renouvellement médié 
par l’IL7 et l’IL15 

++ - 

Dépendance à l’antigène - + 
 
 
 Dans cette première partie d’introduction, nous avons vu que les LT CD8 naïfs sont 
activés et déclenchent une réponse immunitaire primaire. Les cellules, en réponse à la 
reconnaissance de l’antigène couplée à des signaux de costimulation et d’inflammation, 
prolifèrent et se différencient en cellules effectrices dotées de propriétés cytotoxiques 
indispensables pour la résolution de l’infection. Cette réponse laisse place ensuite à la 
génération de cellules mémoires pouvant persister plusieurs années. Nous avons pu voir que 
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le pool de mémoires est très hétérogène notamment en termes de qualité fonctionnelle 
pouvant avoir un impact sur la protection de l’hôte.  
 Dans la seconde partie d’introduction, nous verrons qu’il existe plusieurs modèles de 
différenciation des LT CD8 et que des populations de précurseurs de cellules à la mémoire 
peuvent être générées très tôt après l’infection.  
 

II. A QUEL(S) STADE(S) LES CELLULES MEMOIRES DIVERGENT DES CELLULES 
EFFECTRICES ? 

 
Afin d’étudier la généalogie des LT CD8 mémoires, il est indispensable de pouvoir 

suivre les cellules au cours du temps. Dans un contexte physiologique, les LT CD8 sont 
polyclonaux et comme mentionné dans la partie précédente, il existe entre 80 et 1200 LT par 
souris qui disposent d’un TCR spécifique d’un antigène donné. Ainsi, cette faible fréquence 
rend difficile le suivi des réponses immunitaires CD8 spécifiques d’un antigène. Pour pallier ce 
problème, les scientifiques ont généré des modèles de souris transgéniques pour le TCR. Ainsi, 
la population de LT CD8 est monoclonale avec un TCR d’une seule spécificité antigénique 
connue. Ces souris transgéniques pour le TCR sont ensuite croisées avec un fond congénique 
CD45.1 par exemple (parfois CD90.1) générant ainsi des populations de cellules T 
transgéniques identifiable via un anticorps anti-CD45.1 (ou anti-CD90.1). Ces cellules sont 
alors utilisées pour des transferts adoptifs dans des souris syngéniques sauvages, ayant un 
répertoire T polyclonal, exprimant l’allèle CD45.2 (ou CD90.2) du système CD45.1/2. De cette 
manière, les cellules transgéniques transférées sont facilement distinguables des cellules 
endogènes de l’hôte et peuvent être isolées et caractérisées par cytométrie en flux. Cette 
approche est ainsi amplement employée pour l’investigation de l’hétérogénéité des LT CD8 et 
de leurs liens de parenté au cours d’une infection.  
 

1. Les modèles de différenciation des lymphocytes T CD8 proposés 
 

Différents modèles de différenciation ont été proposé afin de tenir compte de la 
prédominance des LT CD8 effecteurs au pic de l’expansion de la phase d’infection primaire 
puis des cellules mémoires à des moments ultérieurs. Ainsi, classiquement, la différenciation 
des LT CD8 est décrite via un modèle linéaire dans lequel les LT CD8 mémoires sont dérivés 
des cellules effectrices cytotoxiques à la suite de l’activation des LT CD8 naïfs par la 
reconnaissance d’un antigène (Opferman, Ober, and Ashton-Rickardt 1999). Cependant, ce 
modèle est largement débattu et des modèles alternatifs ont été proposés afin d’expliquer 
l’hétérogénéité des populations de cellules effectrices et mémoires.  
 

1.1 Modèles linéaires 
1.1.1 Modèle de la force des signaux  
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Un des modèles linéaires proposés est le modèle de la force des signaux (Figure 13A). 
Dans ce modèle, la différenciation est déterminée par la force des 3 signaux reçus par le LT 
CD8 naïf au moment de son activation (Lanzavecchia and Sallusto 2002). Ainsi, elle dépend de 
l’antigène et plus précisément de la concentration en complexe CMH-I/peptide (signal 1), des 
molécules de costimulation (signal 2) et des cytokines pro-inflammatoires (signal 3). La 
quantité de signal perçue détermine le programme transcriptionnel des cellules et donc leur 
destin. Un faible signal ou intermédiaire favorise la formation des cellules mémoires alors 
qu’un fort signal entraine une forte expansion clonale et l’acquisition de gènes associés aux 
fonctions effectrices conduisant à la formation de cellules cytotoxiques. Cependant, si le signal 
est délivré en excès, les cellules effectrices sont dans un état dit de différenciation terminale 
(LT effecteurs terminaux) conduisant à leur mort.  
 

1.1.2 Modèle du potentiel décroissant 
 

Le modèle linéaire progressif aussi appelé modèle du potentiel décroissant, propose 
que la stimulation répétée du TCR et du signal cytokinique induisent la perte progressive du 
potentiel de mémoire et permettent l’acquisition des fonctions effectrices et des capacités de 
cytolyse. C’est ainsi la somme des 3 signaux reçus (CMH-I/peptide/TCR, costimulation et 
cytokines pro-inflammatoires) qui déterminent les différentes étapes de différenciation des 
cellules naïves. En conséquence, une cellule naïve se différencie en TCM, cellule au potentiel 
mémoire à longue durée de vie et douée d’auto-renouvellement, puis transite par un état 
transitionnel (TTM) jusqu’à devenir une TEM et enfin termine sa différenciation en LT 
effecteur terminal (Figure 13B) (Kaech and Cui 2012). Ce modèle diffère du modèle de la force 
des signaux par le fait que les différents destins cellulaires sont définis de manière linéaire et 
progressive nécessitant plusieurs cycles successifs de stimulation plutôt qu’en fonction de 
l’intensité des signaux qui déterminent très tôt le devenir des cellules.   

Plusieurs études soutiennent l’hypothèse du potentiel décroissant. En effet, Sarkar, et 
al. ont montré que la réduction de la stimulation, par transfert de LT CD8 transgénique pour 
le TCR (c’est-à-dire capable de reconnaitre un antigène donné) 3 ou 5 jours après infection par 
LCMV-A dans des souris à 8 jours qui ont contrôlé l’infection, induit la génération de cellules 
mémoires à longue durée de vie (Sarkar et al. 2008). Des résultats similaires ont révélé que les 
cellules T CD8 tardives (c’est-à-dire des cellules antigène-spécifiques transférées dans des 
souris après infection) sont moins stimulées mais se différencient en LT mémoires et 
acquièrent principalement un phénotype TCM (D’Souza and Hedrick 2006). De plus, comme 
évoqué dans le I.2.3, le prétraitement antibiotique de souris infectée par L. monocytogenes 
réduit l’inflammation et la production d’IFN𝛾 accélérant la formation de cellules mémoires 
(Badovinac et al. 2004).  
 

1.1.3 Modèle de l’épuisement progressif 
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Plus récemment dans un contexte d’infection chronique, plusieurs études ont 
démontré que les cellules transitaient par des états intermédiaires avant de terminer leur 
différenciation en cellules épuisées (Figure 13C).  

Hudson, et al. ont défini 3 sous-populations sur la base des marqueurs TIM3, un 
récepteur inhibiteur, et CD101, une glycoprotéine transmembranaire (Hudson et al. 2019). 
Ainsi, ils ont mis en évidence que des cellules progénitrices (Tpex) aussi appelées « stem-like » 
(TIM3- CD101-) se différenciaient en cellules dans un état transitoire (Texint) (TIM3+ CD101-) 
avant une progression dans un état terminal épuisés TIM3+ CD101+ (Tex). Les cellules 
transitoires ont la particularité de retenir leur potentiel de prolifération et disposent de 
capacités effectrices leur permettant de contrôler l’infection virale avant une conversion 
irréversible en cellules Tex aux capacités de division limitée. Cette étude montre également 
que le blocage de la voie PD1 favorise la prolifération et la différenciation des progéniteurs 
Tpex en cellules Texint augmentant la population de cellules fonctionnelles. Tsui, et al. ont mis 
en évidence une hétérogénéité de la population de Tpex sur la base du marqueur CD62L (Tsui 
et al. 2022). Ils ont ainsi montré que la sous-population Tpex CD62L+ possédaient des capacités 
d’auto-renouvellement, de multipotence et de prolifération à long terme supérieures à leur 
descendant Tpex CD62L-.  
 Beltra, et al. ont démontré l’existence de 4 sous-populations basées sur l’expression 
de Ly108, un marqueur dont l’expression corrèle à celle de TCF1, et CD69 (Beltra et al. 2020). 
Ainsi, les auteurs ont identifié 2 populations de progéniteurs : Texprog1 Ly108+ CD69+ et 
Texprog2 Ly108+ CD69-. Les cellules Texprog1 sont des cellules quiescentes qui forment 
ensuite les cellules Texprog2 possédant des capacités de prolifération. Ces seconds 
progéniteurs se convertissent ensuite en cellules intermédiaires Textint doubles négatives 
pour Ly108 et CD69. Ces intermédiaires réacquièrent un profil transcriptionnel semblable aux 
cellules effectrices avant de terminer leur différenciation dans un état Tex terminal (Ly108- 

CD69+). Le blocage de la voie PD1 a montré une prolifération sélective des progéniteurs 2 
Texprog2 et des cellules Texint.  
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FIGURE 13 : MODELES DE DIFFERENCIATION LINEAIRE 

(A) Modèle de la force des signaux : le destin des cellules dépend de la quantité des signaux 1, 2 et 3 (CMH-
I/antigène, costimulation et cytokines inflammatoires respectivement) perçus par le LT CD8 naïf lors de son 
activation par la CPA. Ainsi, un faible signal induit la différenciation en cellules mémoires (TCM puis TTM 
puis TEM) alors qu’un fort signal génère des LT effecteurs. (B) Modèle du potentiel décroissant : les cycles 
successifs de stimulation via les 3 signaux d’activation induisent la perte progressive du potentiel de 
mémoire et permettent la différenciation en LT effecteurs terminaux cytotoxiques. (C) Modèle de 
l’épuisement progressif : lors d’une infection chronique, la persistance de l’antigène conduit à l’épuisement 
des LT CD8. Dans ce modèle, les cellules transitent par différents états : les progéniteurs de LT épuisés (Tpex) 
se différencient en LT intermédiaires épuisés (Texint) avant une progression irréversible en cellules épuisés 
(Tex) dépourvus de fonctions effectrices. TCM : LT mémoire centrale ; TEM : LT mémoire effecteur ; TTM : LT 
mémoire transitoire ; Tpex : progéniteur de LT épuisés ; Texint : LT épuisé transitoire ; Tex : LT épuisé.  
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1.2 Modèles branchés 
 

1.2.1 Modèle de la division asymétrique  
 

Le modèle branché fait référence au fait qu’un seul LT précurseur pourrait donner 
naissance à la fois à des cellules effectrices et à des cellules mémoires par division asymétrique 
se produisant lorsque les LT naïfs sont activés par la CPA (Figure 14) (Chang et al. 2007). Ainsi, 
le destin de la cellule fille en contact avec la synapse immunitaire, c’est-à-dire la cellule fille 
proximale, serait orienté vers la différenciation effectrice alors que la cellule distale acquerrait 
un phénotype mémoire (Arsenio et al. 2014; Chang et al. 2007). Le destin des cellules est donc 
influencé par la synapse immunitaire qui oriente la répartition des protéines entre les cellules 
filles après division de la cellule T précurseur. Chang et al. ont montré que le facteur de 
transcription T-Bet subissait une dégradation inégale entre les 2 cellules filles résultant en une 
répartition différente entre les cellules (Chang et al. 2011). Ceci semble s’expliquer par une 
localisation asymétrique du protéasome à l’origine de la dégradation du facteur. De même, 
Pollizzi, et al. ont rapporté une division asymétrique de la protéine mTORC1 conduisant à une 
activité accrue de mTORC1 dans l’une des cellules filles ainsi qu’à une hausse de l’activité 
glycolytique et des molécules effectrices (Pollizzi et al. 2016). Au contraire, la seconde cellule 
présentait une activité réduite de mTORC1, un métabolisme lipidique et une expression de 
molécules anti-apoptotique affichant ainsi un phénotype mémoire à longue durée de vie. De 
plus, Arsenio, et al. ont mis en évidence une distribution asymétrique de CD25 ainsi que de 
CD62L dans les LT préparant leur première division, pouvant influencer le profil 
transcriptionnel des cellules (Arsenio et al. 2014). Ainsi, celles présentant une forte expression 
de CD25 expriment moins CD62L et produisent davantage d’IFN𝛾 et de GzmB, reflétant un 
phénotype effecteur.  
 

1.2.2 Modèle SLEC/ MPEC 
 

Le modèle SLEC/ MPEC met en évidence l’hétérogénéité du pool de cellules effectrices 
possédant des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles différentes.  Kaesh, et al., ont 
été les premiers à montrer la présence de 2 populations d’effecteurs 8 jours après infection 
par LCMV-A sur la base de l’expression de la chaine 𝛼 du récepteur à l’IL7 (IL7R𝛼 ou CD127) 
(Kaech et al. 2003). Ainsi, environ 5 à 15% des cellules effectrices expriment fortement l’IL7R𝛼 
(IL7R𝛼hi) au pic de l’expansion (jours 8 post-infection). Le transfert des populations IL7R𝛼hi et 
IL7R𝛼lo dans des souris naïves a montré que seules les cellules IL7R𝛼hi exprimant davantage de 
marqueurs de survie tels que Bcl2 et BclXL, donnaient naissance à des cellules mémoires 
fonctionnelles à longue durée de vie. L’étude de Joshi, et al. a permis de raffiner ces 
populations de cellules effectrices en démontrant que KLRG1 (Killer cell lectin-like receptor 
subfamily G member 1) permettait une discrimination précoce (jours 4-5 après infection par 
LCMV-A) des deux populations (Joshi et al. 2007).  
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Ainsi, la population d’effecteurs est composée de cellules KLRG1hi IL7R𝛼lo dénommées SLEC 
(Short Live Effector Cell) qui sont progressivement éliminés après contraction, et de cellules 
MPEC (KLRG1lo IL7R𝛼hi – Memory Precursor effector cell) ayant la capacité de se différencier 
en cellules mémoires (Figure 14). Cependant, bien que les MPEC soient des précurseurs à la 
mémoire, ces cellules expriment des niveaux de GzmB et d’IFN𝛾 et disposent de capacité 
cytotoxiques similaires aux SLEC (Joshi et al. 2007; Sarkar et al. 2008). Ceci démontre que les 
MPEC sont composés d’effecteurs participant à la réponse immunitaire.  
Plus tard, Plumlee, et al. ont montré qu’une population d’effecteurs précoces (EEC - KLRG1lo 

IL7R𝛼lo) était présente avant le pic d’expansion soit entre 2 et 5 jours après infection et 
donnait naissance à la fois aux SLEC et aux MPEC (Plumlee et al. 2015) (Figure 14).  
 Il est à noter que l’expression du marqueur KLRG1 par les LT CD8 est associée à certains 
pathogènes telles que les infections à LCMV ou encore L. monocytogenes.  
 

1.2.3 Modèle NELM linéaire progressif branché   
 

Le modèle quantitatif établi dans l’équipe, est basé sur une approche mathématique 
permettant de décrire la dynamique d’évolution de la taille des populations afin de tester et 
établir de potentiels liens de descendance (Crauste et al. 2017). Les auteurs ont premièrement 
réalisé une analyse transcriptomique à partir d’un jeu de données contenant des LT CD8 
transgéniques du stade naïf à mémoire après des infections à Listeria et au VSV. Cette analyse 
a mis en évidence d’une part, que la phase effectrice est divisée en 2 stades avec une phase 
précoce suivie d’une phase tardive à partir du 8e jours après infection. D’autre part, ils ont 
identifié 2 marqueurs, Mki67 (marqueur de prolifération) et Bcl2 (marqueur de survie), 
définissant 2 populations d’effecteurs et une population de mémoire au cours d’une infection 
par VV. Ainsi, les populations ont été définies comme suit : LT CD8 naïfs (CD44- Bcl2+ Mki67-), 
effecteur précoce (CD44+ Bcl2- Mki67+), effecteur tardif (CD44+ Bcl2- Mki67-) et LT mémoires 
(CD44+ Bcl2+ Mki67-). Une modélisation mathématique a ensuite permis de comparer les 
différents modèles de différenciation existants et d’évaluer leur capacité à reproduire la 
cinétique quantitative des nombres de cellules de chaque sous-populations. Les résultats ont 
indiqué que la majorité des LT CD8 mémoires suivent une voie de différenciation linéaire 
depuis les LT CD8 naïfs (N) en passant par un stade effecteur précoce (E - early) puis tardif (L 
– late). Cependant, ce modèle NELM (Naive – Early – Late – Memory) n’exclut pas qu’une 
petite minorité de cellules mémoires puisse être générée à partir des LT naïfs ou effecteurs 
précoces réconciliant ainsi les modèles linéaires et branchés (Figure 14).  
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FIGURE 14 : MODELES DE DIFFERENCIATION BRANCHEE 

(A) Modèle de la division asymétrique : le modèle de la division asymétrique suggère qu’un précurseur LT 
naïf est capable de générer une cellule effectrice et une cellule mémoire par le biais de la division 
asymétrique aussitôt que la cellule CD8 est activée par la CPA (ici la cellule dendritique - DC). La cellule 
proximale, étant la cellule la plus proche de la CPA, acquière un phénotype effecteur alors que la cellule 
distale (la plus éloignée de la CPA) se différencie en cellule mémoire. (B) Modèle SLEC/ MPEC : ce modèle 
met en évidence une hétérogénéité du pool de cellules effectrices. Après activation, les LT naïfs se 
différencient en LT effecteurs précoces (EEC) pouvant générer à la fois des cellules effectrices à courte durée 
de vie (SLEC) et cellules effectrices précurseurs de la mémoire (MPEC). Ces dernières ont la capacité de se 
différencier en LT mémoires contrairement aux SLEC qui meurent par apoptose après contraction. (C) 
Modèle NELM : ce modèle est basé sur une modélisation mathématique démontrant que lors d’une infection 
aigue, les LT CD8 naïfs suivent une différenciation linéaire jusqu’au stade mémoire transitant par un état 
effecteur précoce puis tardif. Le modèle n’exclut pas la possibilité de branchements mineurs de 
différenciation mémoire à partir des LT CD8 naïfs ou des LT effecteurs précoces.  
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1.2.4 Autre modèle super-branché 

 
Le modèle SLEC/ MPEC a été largement étayé et enrichi par de nombreuses études 

mettant en évidence de nouvelles populations de cellules effectrices et mémoires. 
Notamment, l’étude de Renkema, et al. a montré qu’une population KLRG1hi CD127lo était 
capables de persister dans le pool de mémoire (Renkema et al. 2020). Ces cellules qu’ils ont 
dénommées LLEC (long-lived effector cell) sont négatives pour CD27 et CD43 ainsi que pour 
CD62L (Figure 15). Ainsi, la fraction de mémoires CD62L- est hétérogène et comprend les TEM 
(CD62L- CD27+) et les LLEC (CD62L- CD27-). Ces LLEC ont la capacité de persister au moins 
environ 3 mois (maximum évalué par l’étude) et présentent une forte capacité de protection 
contre une infection à L. monocytogenes. Leur profil phénotypique et transcriptomique est à 
la fois caractéristique des cellules mémoires et des cellules effectrices puisqu’elles 
surexpriment des gènes associés aux fonctions cytotoxiques (GzmA, GzmB) et à la 
différenciation terminale effectrice (Zeb2). Enfin, ils ont démontré que les LLEC sont dérivés 
des SLEC (Figure 15). En effet, ils ont isolé les MPEC, les SLEC et les LLEC 12 jours après infection 
par LCMV-A, puis les ont transférés dans des hôtes naïfs et analysés 30 jours après. Les 
résultats ont mis en évidence que les MPEC produisaient uniquement des TCM et TEM alors 
que les SLEC génèrent les LLEC. Ainsi le destin des LLEC est programmé 12 jours après 
l’infection.  

Milner, et al. ont confirmé une hétérogénéité de la population mémoire CD62L- et ont 
défini une population TEM terminal (t-TEM) n’exprimant pas CD127 contrairement aux TEM 
(Figure 15) (Milner et al. 2020). Cette population exprime des gènes des fonctions 
cytotoxiques (GzmA, GzmB) ainsi que des molécules associées à la migration et présentent 
une capacité de protection équivalente au TEM bien que leur durabilité soit limitée à 5 mois 
après infection par LCMV-A. Ils ont également démontré que les t-TEM proviennent des 
cellules KLRG1hi lorsqu’elles sont isolés au jour 7 après infection (Figure 15).  
Ainsi, sur la base des études de Renkema, et al. et Milner, el al., les t-TEM et les LLEC pourraient 
être la même population puisqu’elles présentent un phénotype identique (KLRG1hi CX3CR1hi 

CD62Llo CD127lo CD27lo CD43lo) (Milner et al. 2020; Renkema et al. 2020).  
 Grâce à un système de reporter KLRG1cre, Herndler-Brandstetter, et al. ont démontré 
que les cellules effectrices KLRG1hi pouvaient réguler à la baisse le marqueur KLRG1 pendant 
la phase de contraction conduisant à la génération de TCM, TEM et TRM (Figure 15) (Herndler-
Brandstetter et al. 2018). Cette population nommée ex-KLRG1 dispose de capacités 
cytotoxique et proliférative élevées et contribue à une à immunité antivirale grippale et 
antitumorale efficace. Afin d’évaluer les ascendants des cellules exKLRG1, les auteurs ont 
réalisé des transferts de cellules effectrices démontrant que la population KLRG1hi IL7R𝛼hi 

(cellules effectrices doubles positives – Tdpe) génèrent préférentiellement les cellules ex-
KLRG1 (Figure 15).  
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FIGURE 15 : MODELE SUPER-BRANCHE  

Lors d’une infection aigue, les LT naïfs activés se différencient en effecteurs précoces (EEC) qui donnent 
naissance aux SLEC (cellules effectrices à courte durée de vie) et MPEC (cellules effectrices précurseurs à la 
mémoire). Les premières études ont initialement montré une décroissance de la population de SLEC pendant 
la phase de contraction (mort cellulaire). Plus récemment, d’autres études ont mis en évidence qu’une partie 
de ces cellules étaient capables de donner naissance à des mémoires effectrices (LLEC ou t-TEM) bien que 
leur durée de vie soit inférieure à celles des TCM et TEM. A noter que ce sont les cellules effectrices KLRG1hi 
qui donnent naissance aux mémoires t-TEM, englobant de ce fait les SLEC et Tdpe. La population de MPEC 
persiste et constitue les progéniteurs de la majorité des cellules mémoires regroupant les TCM, TEM et TRM. 
Enfin, les cellules effectrices doubles positives pour KLRG1 et CD127 (Tdpe) perdent l’expression de KLRG1 
au moment de la contraction donnant lieu à une population dénommée ex-KLRG1 pouvant générer les TCM, 
TEM et TRM. Aucun lien direct de parenté n’a été montré entre les EEC et les Tdpe.  
 
En conclusion, plusieurs modèles ont été proposés mettant en évidence une diversité des 
populations T effectrices et mémoires. Cette diversité a notamment été mise en avant par 
l’étude de Stemberger, et al., qui a montré que le transfert adoptif d’une seule cellule T CD8 
naïve peut générer une diversité de cellules effectrices et mémoires (Stemberger et al. 2007).  
Cependant, l’ensemble de ces modèles sont tous imparfaits puisqu’ils sont incapables de 
résumer l’ensemble des données de la littérature. Toutefois, les modèles les plus récents sont 
plutôt en faveur d’un ou plusieurs branchements vers la mémoire pendant la phase effectrice. 
 

2. Facteurs de transcription et régulateurs épigénétiques : des acteurs 
moléculaires de la différenciation effecteur/ mémoire 
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La différenciation des populations de LT CD8 est influencée par des FT ainsi que des 
modificateurs de la chromatine déterminant le destin des cellules vers les effecteurs ou la 
mémoire. Plusieurs études ont mis en évidence ceux pouvant renforcer le phénotype 
effecteur ou, à l’inverse le phénotype mémoire, via des systèmes de surexpression ou 
knockout (KO) de ces acteurs moléculaires. Nous verrons dans les deux prochaines sous-
parties les principaux d’entre eux régulant la différenciation effecteur/ mémoire.  
 

2.1 Acteurs moléculaires renforçant la différenciation vers le 
phénotype effecteur 

 
Le FT T-BET, reconnaissant des motifs T-box sur l’ADN, joue un rôle essentiel dans la 

différenciation des LT CD8 (Figure 16). En effet, Joshi, et al. ont montré qu’un KO ou une 
surexpression de T-BET induisait une diminution ou une augmentation de la formation des 
SLEC respectivement après infection par LCMV-A (Joshi et al. 2007). Le niveau d’expression de 
T-BET est notamment régulé par les signaux inflammatoires et en particulier l’IL-12. Ainsi, plus 
la quantité ou la durée de l’inflammation est importante, plus T-BET sera exprimé favorisant 
de ce fait la différenciation en SLEC. De plus, comme mentionné précédemment, le FT T-BET 
est divisé de manière asymétrique entre les cellules filles où il est préférentiellement enrichi 
dans la cellules fille proximale à la synapse corrélant ave une différenciation en SLEC (Chang 
et al. 2011). 

Le FT ID2, un inhibiteur de l’activité de liaison à l’ADN des FT basiques hélice-boucle-
hélice, est également important pour la régulation des LT CD8 effecteurs (Figure 16). En effet, 
Cannarile, et al. ont remarqué que le gène codant pour ID2 était surexprimé dans les cellules 
effectrices tardives, soit vers le 5e jours avec une expression maximale à 8 jours après infection 
par L. monocytogenes, et qu’il était maintenu dans les cellules mémoires (Cannarile et al. 
2006). Une investigation approfondie du rôle d’ID2 a montré que 7 fois moins de LT CD8 KO 
pour ID2 sont générées au pic de l’infection du fait qu’elles soient davantage sujettes à 
l’apoptose en comparaison aux LT CD8 contrôle. Ainsi, le FT ID2 est essentiel pour la régulation 
de la survie des cellules effectrices T CD8.  
 Un 3e FT impliqué dans la différenciation des effecteurs est Zeb2, un répresseur 
transcriptionnel de liaison à l’ADN interagissant avec les SMAD activés. L’expression du gène 
codant pour le FT ZEB2 est ainsi régulée à la hausse dans les LT CD8 effecteurs et notamment 
les cellules KLRG1hi (Figure 16) (Omilusik et al. 2015). Son expression est d’ailleurs diminuée 
dans des LT déficientes pour ID2. La déficience en ZEB2 conduit à un plus faible nombre des 
LT CD8 effecteurs KLRG1hi et augmente la proportion de MPEC. De plus, les gènes associés à 
la mémoire sont davantage exprimés dans les cellules en absence de ZEB2. Ainsi, ces résultats 
suggèrent que ZEB2 pourrait réprimer le programme mémoire dans les cellules effectrices et 
ainsi favoriser la différenciation en effecteur. De plus, l’étude d’Omilusik, et al. montre des 
sites T-box au niveau du gène ZEB2 et que T-BET et ZEB2 régulent l’expression de gènes 
similaires dans les LT effecteurs. Ils proposent ainsi un rôle pour T-BET dans la régulation 
positive de l’expression de ZEB2.  
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      Ces 3 exemples de FT ne constituent pas une liste exhaustive et bien d’autres ont 
été décrit comme étant impliqués dans la différenciation vers le phénotype effecteur tels que 
IRF4, STAT4 ou encore BLIMP1 (Figure 16) (Chang, Wherry, and Goldrath 2014; Kaech and Cui 
2012).  
 
 La régulation de l’état épigénétique et chromatinien des cellules T influence également 
leur destin. Ezh2, appartenant au complexe PRC2 (Polycomb repressive complex 2), est une 
enzyme induisant la méthylation des histones au site H3K27 et donc la répression 
transcriptionnelle. Cette enzyme est notamment exprimée dans les LT CD8 activés et sa 
délétion conduit à une réduction de la proportion de SLEC suite à une infection par LCMV-A 
ainsi qu’à une altération des réponses secondaires lors d’une réinfection (Gray et al. 2017). La 
caractérisation de la modification des histones via l’acétylation (H3K27ac) ou la méthylation 
(H3K27me3) des LT CD8 effecteurs après infection par LCMV-A a mis en évidence des dépôts 
préférentiels d’H3K27me3 au niveau de gènes pro-mémoires réprimant de ce fait ces gènes 
dans les effecteurs. Ils ont également investigué à quel moment le destin des cellules était 
déterminé et ont montré une augmentation des marques H3K27me3 dans les SLEC 10 jours 
après l’infection suggérant une détermination tardive du destin effecteurs. Ainsi, Ezh2 est 
requis pour l’expansion des LT CD8 effecteurs et leur différenciation terminale (Gray et al. 
2017; Kakaradov et al. 2017).  
 L’enzyme Suv39h1, a un rôle similaire à Ezh2 en induisant un transfert de méthylation 
au site H3K9 et donc la répression transcriptionnelle. En effet, Pace, et al. ont montré qu’un 
KO de Suv39h1 conduisait à un défaut de réponse à L. monocytogenes puisque le nombre de 
LT CD8 7 jours après infection est diminué et les mémoires présentent un défaut de protection 
lors d’un second challenge  (Pace et al. 2018). De plus, ils ont mis en évidence une 
augmentation des marques H3K9me3 dans les cellules effectrices isolées 8 jours après 
infection par L. monocytogenes alors qu’elles sont réduites en absence de Suv39h1. La 
déficience en Suv39h1 conduit au défaut de répression de gènes associés à la mémoire et aux 
pré-mémoires corrélant ainsi avec la diminution en marque répressive H3K9me3. En 
conséquence, Suv39h1 permet le développement des LT CD8 effecteurs terminaux en 
réprimant les gènes associés aux précurseurs de la mémoire.  
  

2.2 Acteurs moléculaires renforçant la différenciation vers le phénotype 
mémoire 

 
De la même manière que des FT influencent la différenciation en effecteurs, d’autres 

favorisent le phénotype mémoire. D’ailleurs, nous ne l’avons pas mentionné précédemment, 
mais certains FT fonctionnent par paire de manière antagoniste. C’est le cas de T-BET et 
EOMES (Eomésodermine), ID2 et ID3, ou encore BLIMP1 et BCL6 (Kaech and Cui 2012).  

Le FT EOMES, reconnaissant comme T-bet des motifs T-box sur l’ADN, joue un rôle 
opposé à T-BET (Figure 16). En effet, des expériences de KO de T-BET ont montré une 
augmentation des mémoires TCM dans des souris naïves âgées de 6-12 mois alors que cette 
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population est diminuée en absence d’EOMES (Banerjee et al. 2010). Le niveau d’inflammation 
influe non seulement sur le niveau d’expression de T-BET (comme précédemment évoqué) 
mais diminue également le niveau d’EOMES (Takemoto et al. 2006). 
Après résolution de l’infection, la quantité d’IL-12 est négligeable et EOMES voit son 
expression augmenter dans les LT CD8 mémoires alors que celle de T-BET est diminuée. Rao, 
et al. ont montré que l’IL-12 permettait l’activation de la protéine kinase mTORC1 conduisant 
à l’inhibition du FT FOXO1 et donc à l’expression de T-bet. Ainsi, un traitement à la rapamycine, 
permettant l’inhibition de mTORC, des LT CD8 activés en présence d’IL-12, induit l’activation 
de FOXO1 qui favorise alors l’expression d’EOMES. Ainsi, l’ensemble de ces résultats montre 
le rôle du FT EOMES dans la persistance des LT CD8 mémoires. 

Yang et al. ont généré des souris rapportrices avec un knock-in de la séquence codant 
pour la GFP dans le locus du FT ID3 leur permettant de distinguer les cellules avec une forte 
(ID3-GFPhi) ou faible (ID3-GFPlo) expression d’ID3 (Yang et al. 2011). Ils ont ainsi montré une 
corrélation entre l’expression du FT ID3 et la fréquence des MPEC (KLRG1lo CD127hi) 7 jours 
après une infection par VSV. Les cellules effectrices exprimant fortement ID3 (ID3-GFPhi) se 
différencient préférentiellement en mémoire à longue à durée de vie alors que les cellules 
ID3-GFPlo génèrent majoritairement des SLEC (Figure 16).  
 Le FT TCF1 est un composant clé pour la différenciation vers les mémoires T CD8 
(Figure 16). TCF1 est exprimé dans les LT naïfs puis décroit dans les cellules effectrices bien 
qu’il soit maintenu dans une population effectrice de phénotype MPEC (Danilo et al. 2018). 
Son expression ré-augmente ensuite dans les cellules mémoires suggérant un rôle dans la 
différenciation des LT mémoires. L’analyse des LT CD8 mémoires KO pour le gène Tcf7 (codant 
pour TCF1) générées en réponse à une infection par L. monocytogenes a mis en évidence une 
diminution des TCM en faveur des TEM ainsi qu’une une perte des cellules mémoires au cours 
du temps (Zhou et al. 2010). En effet, la perte de TCF1 chez les LT mémoires induit une 
diminution de la prolifération homéostatique médiée par l’IL15. En absence de TCF1, 
l’expression d’EOMES diminue réduisant de ce fait la réactivité à l’IL15 puisqu’EOMES est 
capable d’induire l’expression du gène codant pour la chaine 𝛽 du récepteur à l’IL-2. En 
résumé, TCF1 est requis pour la différenciation des mémoires TCM ainsi que pour maintenir 
la réactivité à l’IL15.  Danilo, et al. ont montré que l’inflammation médiée par l’IL-12 conduit 
à la régulation à la baisse de l’expression du gène Tcf7 48h après activation des LT CD8 (Danilo 
et al. 2018). L’inhibition de Tcf7 se fait par l’intermédiaire de la voie de signalisation IL-12R𝛽2/ 
STAT4 et conduit à la différenciation en effecteur. Les auteurs ont investigué si la régulation 
négative de TCF1 médiée par l’IL-12 dépendait du cycle cellulaire. Ils ont stimulé in vitro des 
LT CD8 transgéniques avec un peptide puis bloqué le cycle cellulaire 48h après activation avec 
de l’aphidicoline (arrêt en phase G1/S) prévenant la diminution de TCF1. Ainsi, la perte de 
TCF1 induite par l’inflammation requière que les cellules se divisent.  

Une nouvelle fois, d’autres FT sont impliqués dans l’établissement de la mémoire T 
CD8 et nous pouvons énumérer FOXO1, BACH2, STAT3, BCL6, ZEB1 ou encore RUNX3 (Figure 
16) (Kaech and Cui 2012; Pipkin 2021). 
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FIGURE 16 : FACTEURS DE TRANSCRIPTION REGULANT LA DIFFERENCIATION EFFECTEUR OU 

MEMOIRE 

Les programmes transcriptionnels régulant la différenciation des cellules effectrices et mémoires sont basés 
sur une expression graduelle de FT dont certains ont des rôles antagonistes. Les FT contrôlant la 
différenciation des cellules effectrices sont répertoriés dans le triangle bleu alors que ceux favorisant la 
différenciation des mémoires sont représentés dans le triangle rouge. Leur position dans chaque triangle n’a 
pas de signification, c’est-à-dire que T-BET n’est pas plus important que BLIMP1 pour la différenciation en 
LT effecteur.  
 

3. Existence de cellules souches mémoires 
 

Nous avons pu voir qu’il existe une grande diversité des populations de LT CD8 après 
leur activation et particulièrement des cellules mémoires dont certaines sous-populations ont 
récemment été décrites. Nous avons déjà abordé la notion de précurseurs de la mémoire (MP) 
ou cellules souches mémoires notamment avec la mise en évidence des MPEC qui sont 
générées pendant la phase d’expansion des LT CD8 (Joshi et al. 2007). Le concept de cellules 
souches englobe à la fois la capacité des cellules à s’auto-renouveler, la persistance à long 
terme ainsi que la génération du spectre de cellules plus différenciées. Nous allons ainsi voir 
dans les sous-parties suivantes que plusieurs sous-types de cellules souches précurseurs de 
cellules mémoires ont été identifiés dans différents contextes.  
 

3.1 Les lymphocytes T mémoires souches (TSCM) 
 

Zhang, et al. ont identifié une nouvelle population de mémoires dans des modèles 
murins de la maladie humaine du greffon contre l'hôte (GVHD – Graft-Versus-host disease) 
dénommée cellules souches à mémoires T (TSCM) (Zhang et al. 2005). En effet, ces cellules 
ont la capacité de s’autorenouveler via la stimulation par des DC et de l’IL15, de proliférer et 
se différencier en cellules mémoires TCM et TEM. Ces TSCM sont caractérisées par un 
phénotype naïf (CD44lo CD62Lhi) mais diffèrent des LT naïfs par l’expression de fort niveau de 
Sca-1, CD122 (IL-2R𝛽) ainsi qu’une forte expression des gènes Cxcr3 et Ccr5. Gattinoni, et al. 
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ont montré qu’un blocage in vitro de la voie Wnt via un inhibiteur de glycogène synthase 
kinase-3b (Gsk-3𝛽) conduisait non seulement à l’arrêt de la différenciation en effecteur mais 
permettait également la génération de TSCM murines (Gattinoni et al. 2009).   
 Chez l’Homme, les TSCM représentent 2 à 3% des LT circulants (Gattinoni et al. 2011). 
Ils sont identifiés sur la base du phénotype naïf CD45RO-, CCR7+, CD45RA+, CD62L+, CD27+, 
CD28+ et IL7R𝛼+ et expriment également des marqueurs mémoires tels que CD95, IL-2R𝛽, 
CXCR3, et LFA1 (Table 3). Gattinoni, et al. ont montré que ces TSCM disposaient de propriétés 
de LT mémoires conventionnelles (TCM, TEM) (Gattinoni et al. 2011). En effet, après 4H 
d’exposition à Staphylococcus enterotoxin B (SEB), les TSCM sont capables de produire de 
l’IFN𝛾, du TNF𝛼 et de l’IL-2 acquérant ainsi les fonctions effectrices après stimulation du TCR. 
De plus, elles peuvent proliférer extensivement en réponse à une stimulation du TCR et 
présentent une dépendance à l’IL15 pour le renouvellement homéostatique. Bien qu’elles 
aient des caractéristiques de cellules mémoires, la comparaison de leur transcriptome avec 
les mémoires conventionnelles a montré qu’elles représentaient une sous-population de 
mémoires les moins différenciées. En effet, elles expriment plus faiblement la signature de 
gènes associés aux fonctions effectrices par rapport aux TCM et TEM et expriment davantage 
les gènes associés aux LT naïves bien qu’elles soient transcriptionnellement différentes de 
celles-ci. Cieri, et al. ont étudié la différenciation des LT en utilisant un modèle de greffe de 
cellules souches hématopoïétiques (HSCT) de donneurs haplo identiques et ont montré que 
les TSCM humains étaient générés très tôt et se différenciaient directement à partir des 
cellules naïves (Cieri et al. 2015). Ils montrent également grâce au séquençage du TCR des LT 
naïves, TSCM, TCM et TEM que seuls les LT naïves et TSCM sont capables de reconstituer 
l’ensemble du pool de mémoires. Lugli, et al. ont investigué la durée de vie des différentes 
sous-populations de mémoires T spécifiques de peptides dérivés du virus de 
l'immunodéficience simienne (Lugli et al. 2013). Ils ont montré qu’après une perte de 
l’antigène, les TCM et TEM ont subi une forte contraction (10 et 100 fois respectivement) alors 
que les TSCM sont capables de persister à des niveaux équivalents jusqu’à 70 jours après 
l’infection.  
 Les TSCM humains ont été identifiés dans des contextes de vaccinations ou d’infections 
chroniques par diverses pathogènes incluant les virus (HIV), les bactéries (Mycobacterium 
tuberculosis) ou encore les parasites (Trypanosoma cruzi). Il n’est pas évident de distinguer 
entre l’effet protecteur et pathogènes de ces TSCM. En effet, plusieurs études ont montré leur 
implication dans des pathologies humaines telles que l’auto-immunité ou encore HIV 
(Gattinoni et al. 2017).  
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TABLE 3 : COMPARAISON DU PHENOTYPE DES TSCM AUX LT NAÏFS, EFFECTEURS ET MEMOIRES 
CHEZ L’HOMME 

Marqueur LT naïf TSCM TCM TEM LT effecteur 
CD45RA  + + - - + 
CD45RO - - + + - 
CCR7  + + + - - 
CD62L + + + - - 
CD27 + + + +/- - 
CD28 + + + +/- - 
IL7R𝛼 + + + +/- - 
IL-2R𝛽 - + + + + 
CD95 - + + + + 
CXCR3 - + + - - 

 
 

3.2 Les précurseurs de la mémoire (MP) 
3.2.1 Dans un contexte d’infection aigue 

 
Lors d’une infection aigue, les cellules effectrices précurseurs de la mémoire (MPEC) 

ont été mise en évidence dès 4 jours après infection sur la base de l’expression de KLRG1 et 
CD127 (Joshi et al. 2007; Kaech et al. 2003). Ces cellules ont été caractérisées par Sarkar, et al. 
qui ont montré qu’après 4,5 jours d’infection par LCMV-A, les MPEC (KLRG1lo CD127hi) ont une 
capacité de cytotoxicité équivalente et expriment autant de GzmB, d’IFN𝛾 et de TNF𝛼 que les 
SLEC (KLRG1hi CD127lo) (Sarkar et al. 2008). En revanche, les MPEC produisent davantage d’IL-
2 ce qui est une propriété des LT mémoires. L’analyse transcriptomique par puce à ADN a mis 
en évidence seulement 79 gènes différentiellement exprimés entre les 2 populations 
comprenant des gènes associés aux fonctions effectrices, à l’adhésion, la migration et la 
prolifération cellulaire qui sont davantage exprimés par les SLEC. Ainsi, les MPEC passent à 
travers un état effecteur mais sont moins différenciées et peuvent persister sur le long terme 
et générer l’ensemble des sous-populations de mémoires (TCM, TEM, TRM).  
 Johnnidis, et al. ont raffiné cette population de MPEC en mettant en évidence pendant 
la phase d’expansion, une sous-population exprimant CD62L qui représente 5-10% des MPEC 
et qui est présente après une infection par LCMV-A mais aussi par L. monocytogenes et VSV 
(Johnnidis et al. 2021). Les analyses phénotypiques et transcriptomiques de ces cellules MP 
CD62Lhi ont révélé une expression de marqueurs d’activations, une quiescence relative, un 
auto-renouvellement ainsi que des traits de différenciation effecteur limités. Elles ont la 
particularité de disposer d’un système de surveillance et de maintenance de l’intégrité de leur 
génome renforcé. En effet, Johnnidis, et al. ont réalisé des essais de perturbation du génome 
avec de la doxorubicine induisant des dommages à l’ADN, 6 jours après infection par LCMV-A. 
Ils ont montré que seuls les cellules précurseurs CD62Lhi étaient résistantes au traitement. Ces 
MP centrales expriment également un plus fort niveau de récepteurs inhibiteurs tels que PD1, 
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LAG3, CTLA4 pendant la phase effectrice. Un KO de PD1 ou double KO PD1/LAG3 conduisent 
à un défaut de génération de ces MP CD62Lhi et compromet leur durabilité dans le pool de 
mémoires. Enfin, ils ont mis en évidence que cette population constituait un sous-ensemble 
de la population TCF1+, FT essentielle pour le développement des MP et des mémoires T CD8 
comme évoqué dans la partie II.2.2.2.  
 Étant donné l’implication de TCF1 dans le développement des TCM, des études se sont 
focalisées sur l’expression de ce FT pendant la phase effectrice et ont mis en évidence une 
petite population de MP centrale (Lin et al. 2016; Pais Ferreira et al. 2020). En effet, après 8 
jours d’infection par LCMV-A, 3% des cellules restent TCF1+ et bien que 80% de ces cellules 
soient des MPEC, seulement 10% des MPEC sont TCF1+ (Pais Ferreira et al. 2020). Lin, et al. 
ont montré que les cellules filles générées pendant les 3 premières divisions après activation 
des LT naïfs captaient des signaux prolifératifs inégaux mais maintenaient l’expression de TCF1 
(Lin et al. 2016). Ainsi, la cellule fille la plus quiescente présente un phénotype mémoire 
centrale alors que celle plus activée présente des traits effecteurs. Après 3 ou 4 divisions, les 
LT TCF1+ (identifiée grâce à un knock-in de la séquence codant pour la GFP dans le locus Tcf7) 
peuvent donner naissance à des cellules TCF1- acquérant un phénotype effecteur (KLR1+ 
GzmB+) ainsi que des cellules TCF1+. Ces dernières, en comparaison des TCF1+ des divisions 
initiales (3 premières divisions), ont des propriétés bipotentes de cellules T mémoires et 
effectrices confirmé par l’étude de Pais-Ferreira, et al. (Lin et al. 2016; Pais Ferreira et al. 2020). 
Elles sont capables d’auto-renouvellent, métaboliquement plus actives et davantage 
effectrice (T-bet+, IFN𝛾+, TNF𝛼+) bien qu’elles ne disposent pas d’activité cytolytique. Elles 
peuvent à la fois générer des LT effecteurs terminaux TCF1-, et contribuer au pool de mémoire 
TCM. Ainsi, ces MP TCF1+ ne passent pas à travers un état effecteur contrairement aux MPEC 
mais disposent très tôt des fonctions de mémoire centrale leur permettant d’entrer dans le 
pool de mémoire après infection.  

Ces études abordent l’idée que les MP centrales sont caractérisées par un état de 
quiescence. Des auteurs ont ainsi étudié l’histoire réplicative des cellules T CD8 au cours d’une 
infection ou d’un challenge vaccinal (Kinjyo et al. 2015; Kretschmer et al. 2020). Kynjyo, et al. 
ont mis en évidence une population présentant des niveaux intermédiaires de CD62L entre 4 
et 6 jours après infection proliférant activement et retenant un état bipotentiel pour devenir 
effecteur ou mémoire (Kinjyo et al. 2015). En effet, elles sont ensuite capables de générer au 
pic de l’infection (jours 7-8), des LT effecteurs (CD62L-) se divisant rapidement ainsi que des 
cellules aux phénotypes MP centrale (CD62L+) à cycle lent. Ce résultat est confirmé par 
Kretschmer, et al. qui ont évalué la rapidité du cycle cellulaire des MP centrale (CD62L+ 

CD127+) versus des MP effecteurs (CD62L- CD127+) et LT effecteurs terminaux (CD62L- CD127-

) (Kretschmer et al. 2020). En effet, ils ont constaté que les MP centrales progressaient plus 
lentement dans le cycle cellulaire puisqu’elles présentaient une élongation de la phase G1.  
 

3.2.2 Dans un contexte d’infection chronique  
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Comme évoqué dans la partie II.1.1.3 (modèle de l’épuisement progressif), dans un 
contexte d’infection chronique, les cellules transitent par des états intermédiaires dont 
certaines présentent des caractéristiques de cellules souches avant de terminer leur 
différenciation en cellules épuisées.  
En effet, nous avons vu que Hudson, et al. ont défini 3 sous-populations : des cellules 
progénitrices (Tpex) (TIM3- CD101-),  présentant un phénotype de cellules souches, qui 
donnent naissance à des cellules dans un état transitoire (Texint) (TIM3+ CD101-) avant une 
progression dans un état terminal épuisé TIM3+ CD101+ (Tex) (Hudson et al. 2019). Cette 
population de cellules souches a été initialement mise en évidence par Im, et al. sur la base 
de l’expression des marqueurs PD1 et CXCR5 (PD1+ CXCR5+) (Im et al. 2016). L’analyse 
transcriptomique de cette sous-population a révélé une expression de gènes associés aux MP 
tels que Id3, Sell (CD62L) et Il7r (CD127) ainsi que des gènes de la voie Wnt impliqué dans 
l’auto-renouvellement et la persistance des cellules souches. Ils ont ensuite démontré que 
cette population PD1+ CXCR5+ étaient capables de proliférer et ainsi se renouveler, mais 
également de générer des cellules dans un état terminal épuisé (PD1+ CXCR5-), les classant de 
ce fait comme une population aux propriétés de cellules souches. Enfin, ils ont mis en évidence 
l’expression de TCF1 par ces cellules souches qui semble jouer un rôle primordial pour la 
génération de cette sous-population.  
 Ce FT a été largement étudié dans un contexte d’infection aigue et a été récemment 
mis en évidence dans plusieurs études (Beltra et al. 2020; Chen et al. 2019; Im et al. 2016). 
Chen, et al. ont investigué son implication dans la différenciation précoce et la génération 
initiale des Tex (Chen et al. 2019). En effet, via des analyses de transcriptomique en cellule 
unique (single-cell RNA-seq), ils ont identifié une population TCF1+ PD1+ qu’ils ont nommés 
précurseurs des Tex, rappelant les cellules types souches de Im, et al. (Im et al. 2016). Ces 
cellules sont présentes très précocement dans la voie de l’épuisement soit dès 8 jours après 
infection par LCMV-C, responsable de l’infection chronique. TFC1 permet de favoriser la 
différenciation des précurseurs des Tex et PD1 stabilise ce pool puisque son absence conduit 
à la réduction de cette population. De plus, le FT TCF1 augmente l’expression d’Eomes ainsi 
que Bcl2 via c-Myb, favorisant la survie de cette sous-population. Le rôle de c-Myb (ou MYB) 
a récemment été mis en évidence dans une sous-population de Tpex exprimant CD62L (Tsui 
et al. 2022). Cette sous-population possède un potentiel prolifératif à long terme ainsi qu’une 
multipotence permettant de générer et repeupler les Tpex CD62L- et les Tex. Le facteur de 
transcription c-Myb est essentiel au développement de cette sous-population Tpex CD62L+ et 
induit également l’épuisement fonctionnel des LT CD8 prévenant l’immunopathologie léthale.  

D’autres FT ont un rôle dans l’établissement de ces populations souches lors d’une 
infection chronique. En effet, Yao, et al. ont montré que la persistance des cellules 
progénitrices des Tex (TCF1+ TIM3-) était dépendante du FT TOX (Yao et al. 2019). Dans une 
seconde étude, ils ont investigué le rôle de Bach2, un répresseur transcriptionnelle renforçant 
la différenciation des LT CD8 mémoire, mais dont le rôle dans l’infection chronique n’était pas 
élucidé (Yao et al. 2021). Ils ont montré que la surexpression de Bach2 conduisait à la 
différenciation des LT CD8 de type souche ainsi que leur persistance à long terme.  
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Ainsi, les cellules précurseurs des LT CD8 épuisées présentent des caractéristiques de 
cellules souches tels que l’auto-renouvellement, la persistance au long terme ainsi que la 
différenciation vers des cellules davantage différenciées (Texint, Tex) et sont régulées par 
différents FT (TCF1, PD1, TOX, BACH2).  
 

III. ANALYSE DU TRANSCRIPTOME A L'ECHELLE DE LA CELLULE UNIQUE POUR L'ETUDE DE 
LA DIVERSITE DES LYMPHOCYTES T CD8 

 
L’essor des technologies de séquençage de ces dernières années a permis de grandes 

avancées dans l'exploration de l'hétérogénéité du système immunitaire (Papalexi and Satija 
2018). En effet, le séquençage d'ARN en cellule unique (single-cell-RNA-seq ou scRNA-seq) 
s'est imposé comme un outil puissant pour permettre l’accès au transcriptome de chaque 
cellule unique, là où les analyses en populations moyennaient l’expression des gènes et donc 
masquaient l’hétérogénéité cellulaire et par conséquent, les transitions entre les populations. 
Nous verrons ainsi dans cette partie quelques méthodes disponibles pour le scRNA-seq ainsi 
que les étapes permettant l’exploitation des données générées.  
 

1. Technologies de single-cell RNA-seq  
 

Il existe une multitude de protocoles permettant de réaliser du scRNA-seq. Pour plus 
de clarté, nous verrons 3 méthodes qui sont à la fois les plus utilisées par la communauté et 
celles que nous avons employées pour nos travaux de recherche à savoir : le MARS-seq, le 
Smart-seq2 et le 10X (Figure 17) (Jaitin et al. 2014; Picelli et al. 2014; Stoeckius et al. 2017). 
Une version plus évoluée du Smart-seq2, le Smart-seq3, a été mise au point et est également 
mentionnée (Hagemann-Jensen et al. 2020). Ces méthodes reposent sur la capture des ARN 
messagers (ARNm) de chaque cellule par leur queue polyA puis sur l’insertion d’un code-barre 
unique (barcoding) qui permettra, après séquençage, d’attribuer chaque ARNm à la cellule 
dont il est issu. Nous pouvons découper les protocoles en 4 étapes : l’isolement des cellules 
(1), la rétrotranscription et le barcoding (2), l’amplification (3) et le séquençage (4).  
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FIGURE 17 : SCHEMA DES ETAPES DE PREPARATION DES BANQUES DES DIFFERENTES 

METHODES DE SCRNA-SEQ 

Les cellules sont d’abord isolées par microfluidique ou FACS puis sont lysées. Chaque ARNm est rétro-
transcrits et associés à des code-barres (cellulaire – BC et UMI). Les cellules sont regroupées ou non puis le 
second brin d’ADN complémentaire (ADNc) est synthétisé. Ils sont ensuite amplifiés par PCR ou IVT (in vitro 
transcription) puis fragmentés et enfin les amorces de séquençages sont ajoutées. (Schéma repris et adapté 
de Ziegenhain et al. 2017). 

 
(1) L’isolement des cellules 

 
L’isolement des cellules peut se faire de 2 manières selon la méthode utilisée à savoir 

via un trieur de cellules (FACS - fluorescence activated cell sorting) ou par microfluidique (10X) 
(Figure 17).  

L’isolement par FACS est réalisé en plaque 96 ou 384 puits contenant chacun des 
amorces comprenant soit un code-barre unique à la cellule (code-barre cellulaire), des UMI 
(Unique Molecular Identifier) ainsi qu’une séquence polyT permettant la capture des ARNm 
dans le cas du MARS-seq ou uniquement une séquence polyT pour le protocole Smart-seq2/3.  
Les UMI sont de courtes séquences aléatoires (4 à 12 paires de bases) unique à chaque ARNm 
permettant leur comptage et ainsi pallier le biais d’amplification. En effet, un ARNm qui sera 
amplifié aura le même UMI alors que plusieurs ARNm d’un même gène auront des UMIs 
différents.  
Un des avantages du FACS est de pouvoir sélectionner une population de cellules d’intérêt ou 
analyser le phénotype de chaque cellule triée sur la base de marqueurs de surface. Il est 
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d’ailleurs tout à fait possible de l’utiliser en amont de l’isolation par microfluidique afin de 
réaliser une sélection d’une population d’intérêt.  

La microfluidique, comme son nom l’indique, est une technique de manipulation des 
fluides dans des microcanaux. Ainsi, une suspension cellulaire est injectée dans un microcanal 
puis chaque cellule va être encapsulée indépendamment dans des gouttelettes d’huile (ou 
microréacteur) contenant des réactifs (tampon de lyse, rétrotranscriptase, oligonucléotides) 
et une bille nommée GEM (Gel bead in EMulsion) (Figure 18). Chaque bille est recouverte de 
séquences nucléotidiques comprenant entre autres, le code-barre cellulaire, des UMI et une 
séquence polyT. Le phénotype des cellules peut également être évalué grâce au marquage 
des cellules en amont de l’isolement avec des anticorps conjugués à des oligonucléotides 
comportant le code-barre cellulaire, une séquence spécifique de chaque protéine et une 
amorce polyT. Ces anticorps permettent ainsi la mesure de l’expression des protéines à la 
surface de chaque cellule. Lors de la lyse des cellules, la séquence d’oligonucléotides est 
traitée de la même manière que les ARNm. 

 

 
FIGURE 18 : ISOLEMENT DES CELLULES PAR MICROFLUIDIQUE 

Chaque cellule va être encapsulée dans une gouttelette d’huile contenant des réactifs et une bille GEM 
comportant le code-barre cellulaire, les UMIs et l’amorce polyT, formant ainsi un microréacteur. (Schéma 
repris et adapté de 10X genomics).  
 

(2) La rétro-transcription et le barcoding 
 

Les cellules sont ensuite lysées et les ARNm sont rétro-transcrits à partir de leur queue 
polyA grâce aux amorces polyT (Figure 17). Comme évoqué précédemment, ces amorces 
comprennent, pour les méthodes de 10X et de MARS-seq, un code-barre cellulaire ainsi que 
des UMIs. Ainsi, après la rétro-transcription, chaque cellule et molécule d’ADN 
complémentaire (ADNc) étant identifiées par leur code-barre, les cellules peuvent être 
regroupées pour la suite de la construction des banques. En revanche, la méthode de Smart-
seq2 n’inclut pas de codes-barres à cette étape, le protocole se poursuit donc en plaque. Le 
protocole de Smart-seq3 permet l’incorporation d’UMIs au moment de la rétro-transcription 
mais n’inclut pas de code-barre cellulaire ne permettant pas de regrouper les cellules.   
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(3) L’amplification 

Le second brin est synthétisé et les ADNc sont amplifiés afin d’augmenter la quantité 
d’ADN pouvant être détecté et analysé. L’amplification est réalisée soit par PCR (10X et Smart-
seq2) ou bien par transcription in vitro (IVT – MARS-seq) (Figure 17). L’avantage de l’IVT en 
comparaison de la PCR est son amplification linéaire et non exponentielle permettant de 
mieux contrôler les biais d’amplification. Les ADNc sont ensuite fragmentés par réaction 
enzymatique (10X et MARS-seq) ou par tagmentation (Smart-seq2/3). Ainsi, les protocoles de 
MARS-seq et 10X permettent un enrichissement en 3’ des ADNc, c’est-à-dire que les codes-
barres en 3’ sont conservés ainsi qu’une partie du transcrit proche de sa queue polyA. A 
l’inverse, la tagmentation réalisée dans le Smart-seq2 et 3, génère des coupures des ADNc 
tout en les marquant avec de courtes séquences nucléotidiques qui permettront d’ajouter les 
amorces de séquençage incluant des codes-barres cellulaires. Cette technique permet de 
conserver la totalité de la séquence des transcrits ce qui est intéressant pour l’étude des 
variants d’épissage par exemple. A la différence de la version 2, le Smart-seq3 comprend des 
fragments enrichis en 5’ comprenant les UMIs ainsi que des fragments internes. Ainsi, cette 
méthode permet le comptage des molécules d’ARN tout en conservant la totalité de la 
séquence des transcrits. 
 

(4) Le séquençage 

Des amorces de séquençage type Illumina sont ajoutées à chaque extrémité des ADNc 
par PCR. Ces amorces sont des séquences spécifiques permettant leur ancrage sur une lame 
de séquençage (flowCell) via des sondes complémentaires présentent sur cette lame. Cette 
flowCell est composée de plusieurs lignes dont chacune comporte des millions de sondes. 
Ainsi, chaque brin d’ADNc de la banque s’apparie à une sonde et est amplifié par PCR dite en 
« pont » (le brin s’apparie par une extrémité sur une des sondes puis par son autre extrémité 
à une autre sonde complémentaire présente à proximité) formant ainsi des clusters d’ADNc 
identiques sur une petite zone de la flowCell. L’amplification permet d’augmenter la quantité 
et la qualité du signal au moment du séquençage. Un des brins de chaque cluster est ensuite 
dénaturé pour permettre le démarrage de la lecture de la séquence qui est réalisée via l’ajout 
de nucléotides couplés à des fluorochromes. Lorsque le nucléotide s’apparie, il y a émission 
et lecture optique de la fluorescence émise pour chaque cluster (Figure 19). 
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FIGURE 19 : PRINCIPE DU SEQUENCAGE ILLUMINA 

La banque d’ADNc est chargée sur la flowCell et les brins vont s’hybrider sur les sondes 
complémentaires présentent sur la lame. Chaque brin est ensuite amplifié par PCR en « pont » formant ainsi 
des regroupements (clusters) d’ADNc identiques sur une petite zone de la flowCell. Afin de lire la séquence, 
des nucléotides marqués sont ajoutés au fur et à mesure de la synthèse du brin et émettent une fluorescence 
lorsqu’il s’apparie à celui-ci permettant une lecture optique de la fluorescence par cluster. (Schéma repris et 
adapté de Bonnin, Naas, and Dortet 2017).  

 
Plusieurs paramètres lors du séquençage sont à définir en fonction de la structure des 

banques. En effet, les séquences d’ADNc peuvent être lues unilatéralement (single-end) ou 
bilatéralement (paired-end) ce qui est le cas pour ces méthodes de scRNA-seq. En effet, les 
codes-barres sont lus d’un côté puis le transcrit est lu de l’autre. La taille des séquences 
d’ADNc est en moyennes de 400 pb. La longueur des lectures (reads en anglais) soit le nombre 
de bases lues, est en général de 150 bases à chaque extrémité des séquences (2x150 pb). 
Enfin, le nombre de lectures qui seront obtenues correspond à la profondeur de séquençage. 
Cette profondeur dépend du type et de l’état cellulaire (une cellule quiescente n’exprime pas 
le même nombre de gènes qu’une cellule active), le nombre de cellules ainsi que de 
l’abondance des transcrits recherchés. L’étude de Ziegenhain, et al. suggère que la saturation 
est atteinte à une profondeur de 1 million de lectures par cellule mais la grande majorité des 
gènes sont détectés avec 0,5 million de lectures par cellule (Ziegenhain et al. 2017). La société 
10X recommande une profondeur de séquençage de 50 000 reads par cellule, ce qui est 
suffisant pour regrouper les populations d’intérêt lors de l’analyse. En revanche, si l’objectif 
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est d’identifier le plus de gènes possibles, il est nécessaire alors d’augmenter la profondeur de 
séquençage.  
 

Selon les méthodes, la sensibilité correspondant aux nombres de gènes différents et 
d’UMIs détectés par cellules, diffère. Les méthodes basées sur la longueur totale des transcrits 
(Smart-Seq2/3) sont plus sensibles que celles enrichies en 3’ (10X, MARS-seq) (Ding et al. 2020; 
Hagemann-Jensen et al. 2020; Ziegenhain et al. 2017). A l’inverse, la précision soit la 
reproductibilité de l’estimation du niveau d’expression est meilleure pour les méthodes 
basées sur les UMIs puisqu’elles limitent les biais liés à l’amplification. Quoi qu’il en soit, le 
choix d’une méthode repose sur la ou les questions biologiques notamment le nombre de 
cellules disponibles, la rareté d’une population recherchée, la recherche de variants ou non 
mais aussi le coût en temps et financier et les équipements nécessaires (Table 4).  

 
TABLE 4 : COMPARATIF DES METHODES DE SCRNA-SEQ SELON LES CARACTERISTIQUES 

MENTIONNEES 

Caractéristiques 10X MARS-seq Smart-seq2 Smart-seq3 
Nombre de 
cellules par 
banque  

Environ 10 
000 

96 ou 384 
(possibilité de 
réaliser 
plusieurs 
plaques) 

96 ou 384 
(possibilité de 

réaliser plusieurs 
plaques) 

96 ou 384 
(possibilité de 

réaliser 
plusieurs 
plaques) 

Séquence totale    X X 
UMI  X X  X 
Nombre de 
cellules 
disponibles pour 
l’expérience 

Peu   X X X 

Beaucoup X 
   

Rareté de la 
population 
recherchée 

 
X 

   

Recherche de 
variants 
d’épissage 

 
  X X 

Coût 
En temps  + ++ +++ +++ 
Financier  ++ + ++ ++ 

Équipements 
spécifiques 

 
X  

  

 

2. Méthodes computationnelles pour l’analyse de données de single-cell RNA-
seq  
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Après séquençage, les données brutes sont stockées dans un fichier texte au format 
Fastq. Il contient toutes les séquences d’ADNc qu’on appelle lectures (reads) dont chaque base 
est associée à un score de qualité. Pour lire ce type de fichier, des pipelines bio-informatiques 
sont utilisés afin d’obtenir une matrice de comptage (pré-traitement) regroupant les cellules 
(en colonne) et les gènes (en ligne) identifiés et quantifiés pour chacune de ces cellules. Cette 
matrice est ensuite filtrée (contrôle qualité) puis normalisée avant de pouvoir extraire 
l’information biologique de ces données (Figure 20).   
 

 
FIGURE 20 : FLUX DE TRAVAIL D’ANALYSE DE DONNES DE SINGLE-CELL RNA-SEQ 

Les données brutes au format Fastq sont traitées et alignés sur le génome de référence afin d’obtenir une 
matrice de comptage gènes (en ligne) par cellules (en colonne). Les données sont ensuite filtrées (contrôle 
qualité) puis normalisées avant de réaliser l’analyse biologique en tant que telle. Les analyses en aval 
comprennent en autre le clustering et la visualisation en 2 dimensions (2D), l’annotation des clusters, le 
différentiel d’expression et de l’inférence de trajectoire dans le cadre d’étude de la différenciation cellulaire 
par exemple. (Schéma repris et adapté de Luecken and Theis 2019).  
 

2.1 Pré-traitement des données  
 

L’obtention de la matrice de comptage issue du pré-traitement des données brutes 
nécessite la mise en place d’un pipeline bio-informatique. Celui-ci correspond à un groupe de 
logiciels exécuté en série et informatisé de telle manière que la sortie d’un logiciel sert 
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d’entrée au suivant. Globalement, les pipelines sont similaires entre les méthodes de single-
cell RNA-seq utilisées. Les logiciels peuvent néanmoins différer ainsi que certains paramètres 
en fonction de la construction des banques (présence ou non d’UMI, localisation des codes-
barres cellulaires et UMIs, …).  

La première étape consiste à filtrer les reads de mauvaises de qualité. Les reads sont 
ensuite alignés sur un génome ou transcriptome de référence grâce à un logiciel nommé 
mappeur (on parle d’étape de mapping). Cette étape permet d’attribuer chaque read à un 
gène ou transcrit. Un démultiplexage par code-barre cellulaire est ensuite réalisé afin 
d’attribuer chaque read à la cellule auquel il appartient. Il est possible que certains reads 
n’appartiennent à aucune cellule et sont alors éliminés. Enfin, le nombre de reads par gènes 
est compté et attribué à sa cellule permettant d’obtenir la matrice de comptage. Dans le cas 
de protocoles avec UMI, les reads sont comptés et les doublons d’UMIs correspondant à une 
amplification par PCR sont éliminés permettant une quantification plus juste du nombre de 
molécules d’ARN. Les analyses se poursuivent la plupart du temps via Rstudio, un 
environnement de développement basé sur un langage de programmation R.  
 

2.2 Contrôle qualité  
 

Le contrôle qualité est une étape primordiale pour obtenir des résultats de qualité. Il 
s’effectue à 2 niveaux : au niveau des cellules et au niveau des gènes. Le filtrage des cellules 
est crucial pour s’assurer notamment qu’elles soient bien initialement viables. De plus, une 
mauvaise qualité peut s’expliquer par une lyse non optimale, une transcription inverse qui 
aurait mal fonctionné ou une faible efficacité de capture. Ainsi, plusieurs paramètres peuvent 
être évalués dont le nombre de reads par cellules et le pourcentage de reads alignés sur le 
génome. Toutefois, les 3 paramètres les plus employés sont :  
  -le nombre d’UMIs par cellule  
 -le nombre de gènes exprimés par cellule  
 -le pourcentage de gènes mitochondriaux par cellule 
Ainsi, une cellule avec un faible nombre d’UMI et de gènes exprimés et un fort pourcentage 
de gènes mitochondriaux peut correspondre à une cellule mourante (Luecken and Theis 
2019). Toutefois, ces paramètres dépendent du type cellulaire puisque des cellules 
quiescentes peuvent présenter un faible nombre d’UMI et de gènes exprimés. De plus, le seuil 
du pourcentage de gènes mitochondriaux est classiquement fixé entre 5 et 10% mais là 
encore, cela dépend du type cellulaire. Par exemple, les cardiomyocytes peuvent exprimer 
jusqu’à 30% de gènes mitochondriaux (Mercer et al. 2011). Il est ainsi nécessaire de fixer les 
seuils de filtrage des cellules avec précaution et de le faire par type cellulaire dans la mesure 
du possible.  
Un autre contrôle qualité pouvant être utilisé sont les ARN synthétiques (ou ERCC - External 
RNA Control Consortium). Il s’agit d’ARN, ajoutés avant la rétrotranscription, disposant d’une 
queue polyA pouvant être capturés de la même manière que les ARNm et servant de contrôle 
d’efficacité de capture bien qu’une étude a démontré que les ARNm endogènes sont mieux 
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capturés (Svensson et al. 2017).  La méthode consiste à mesurer la corrélation entre la 
concentration attendue d’ERCC et l’expression retrouvée dans les données. La corrélation doit 
être supérieur ou égale à 60% (Svensson et al. 2017). De plus, une forte proportion d’ERCC est 
le témoin de cellules présentant une perte d’ARNm endogènes, il est donc intéressant de les 
éliminer.  
 Pour terminer, un filtrage des gènes exprimés dans seulement quelques cellules est 
utile afin d’éliminer ceux non informatif de l’hétérogénéité cellulaire.  
 

2.3 Normalisation des données 
 

Comme évoqué précédemment, les comptages d’une matrice représentent la capture 
des ARNm, l’efficacité de la transcription inverse ainsi que la qualité du séquençage. Ainsi, 
pour des cellules identiques, la profondeur des comptages (nombre d’UMI par cellule) peut 
être différent du fait de la variabilité à chacune des étapes du protocole. La normalisation 
permet alors de pallier ce problème en éliminant les biais techniques et faire en sorte que les 
données soient comparables entre les cellules tout en préservant la variabilité biologique.  

Il existe plusieurs méthodes de normalisation dont le choix va dépendre du protocole 
de scRNA-seq (Cole et al. 2017). L’une des méthodes les plus utilisée est l’algorithme 
sctransform implémenté dans le package Seurat (Hafemeister and Satija 2019). Cette 
méthode modélise le nombre d’UMI (à l’aide d’un modèle binomial négatif régularisé) afin de 
supprimer la variation due à la profondeur de séquençage (nombre totaux d’UMIs par cellule) 
et ajuste la variance entre les gènes regroupés par abondances similaires. Les comptages sont 
ensuite log-transformés permettant de réduire l’asymétrie entre l’expression des gènes dont 
certains sont peu exprimés et, à l’inverse, d’autres le sont fortement.  

 
Il existe également des effets techniques que l’on nomme effet de lot tel que l’effet 

plaque. En effet, les méthodes de scRNA-seq basé sur un tri des cellules en plaque génèrent 
en général un effet plaque plus ou moins important et doit être corrigé pour permettre une 
visualisation et un clustering optimum des données (Luecken and Theis 2019). De plus, des 
effets de lot peuvent survenir lorsque les données viennent de plusieurs expériences. Pour 
cela, un des algorithmes pouvant être utilisé, est intégré dans le package Seurat et est basé 
sur une corrélation entre gènes qui sont partagés dans les jeux de données (Butler et al. 2018).  
 

2.4 Visualisation des données et clustering 
 

Une fois les données filtrées et normalisées, il est courant de sélectionner les gènes 
informatifs de la variabilité. Pour cela, les gènes hypervariables (HVG – highly variable genes), 
c’est-à-dire ceux qui sont fortement exprimés dans certaines cellules et, à l’inverse, faiblement 
exprimés dans d’autres, sont sélectionnés. Une méthode de sélection est implémentée dans 
Seurat et est basée sur le regroupement des gènes par leur expression moyenne et les gènes 
avec le rapport variance-moyenne le plus élevé sont sélectionnés comme HVG (Stuart et al. 
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2019). En règle générale, 1000 à 3000 gènes hypervariables sont conservés pour la suite des 
analyses.  

Classiquement, les données sont ensuite visualisées en 2 dimensions (2D) pour avoir 
un aperçu de leur structure. Par définition, les données de scRNA-seq sont 
multidimensionnelles. En effet, une cellule aura autant de dimensions qu’elle n’exprime de 
gènes. L’Humain n’est donc pas en capacité de conceptualiser ce genre d’image. Pour cela, 
des outils de réduction de dimensions ont été développé.  
Dans un premier temps, il est coutume de réaliser une analyse en composante principale 
(ACP). L’ACP est une technique de réduction de dimensionnalité linéaire qui cherche les axes 
ou composantes principales expliquant la plus grande quantité de variance dans les données. 
Ces composantes principales sont ordonnées selon leur proportion de la variance totale 
qu’elles expliquent. En général, les analyses se limitent aux 3 premières composantes 
principales. Elle peut ainsi permettre d’identifier les sources restantes de biais techniques 
(effet de lot par exemple) qui aurait dû être éliminé lors du contrôle qualité ou de la 
normalisation. 
Ensuite, il est d’usage d’utiliser des méthodes de réduction de dimension non linéaires telles 
que tSNE ou encore UMAP (McInnes, Healy, and Melville 2020; Van der Maaten and Hinton 
2008). L’approche tSNE (t-distributed Stochastic Neighbor Embedding) permet de garder les 
instances similaires (les cellules) proches les unes des autres dans l’espace alors que les objets 
différents sont éloignés par des distances non préservées. Il permet ainsi de préserver les 
similitudes locales entre les cellules. De même que la méthode tSNE, la visualisation UMAP 
(Uniform Manifold Approximation and Projection) vise à préserver les distances locales entre 
les cellules lorsqu’elle les intègre dans un espace à faibles dimensions. En revanche, à l’inverse 
de tSNE, UMAP préserve mieux les distances globales entre les cellules ce qui en fait une 
bonne méthode pour la visualisation des clusters résultant des méthodes de clustering.     
  

Le clustering est une méthode permettant de découvrir des groupes (clusters) dans les 
données en regroupant les cellules sur la base de la similarité de leurs profils d’expression 
génique. Là encore, plusieurs algorithmes existent dont l’un des plus utilisés pour les données 
de scRNA-seq est la détection de communauté implémenté dans Seurat. Cet algorithme 
construit un graphe des plus proches voisins (k nearest neighbours – KNN) où les cellules sont 
représentées sous forme de nœuds. Chaque cellule est connectée à son k plus proche voisin 
(c’est-à-dire une cellule similaire), qui sont obtenues à l’aide des distances euclidiennes dans 
l’espace d’ACP. Puis, l’algorithme de détection de communauté partitionne ce graphe en 
régions densément connectées ou communautés hautement interconnectées ce qui définit 
les clusters de cellules. Le résultat du clustering est souvent projeté sur une visualisation 2D 
par UMAP.  
 

2.5 Analyse de l’information biologiques des données 
2.5.1 Différentiel d’expression 
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L’analyse de différentiel d’expression (DE) permet d’identifier des gènes dont 
l’expression varie quantitativement entre différents groupes de cellules ou clusters. Cette 
analyse peut ainsi permettre de caractériser de nouvelles populations ou états cellulaires ou 
trouver les gènes marqueurs dans le but d’annoter les clusters. Il existe un grand nombre 
d’algorithmes dont certains ont été initialement développé pour les analyses en population 
(bulk RNA-seq) puis de nouveaux ont été développé spécifiquement pour les analyses de 
scRNA-seq. Ces dernières méthodes prennent en compte les artéfacts de bruits techniques ou 
biologiques tels que la forte proportion de gènes ayant un niveau d’expression à 0 (drop-out 
ou zéro technique, et zéro biologique lié à l’aspect bursty de l’expression génique) ainsi que 
la forte variabilité cellule-cellule (Hicks et al. 2018). Pourtant, une étude comparant 36 
approches de DE a montré que les méthodes de DE populationnelles fonctionnent aussi bien 
que celles développées pour le scRNA-seq (Soneson and Robinson 2018). Plus récemment, 
une autre étude démontre qu’effectivement, les méthodes de DE population fonctionnent de 
manière similaire à celle développée pour les données en cellules uniques mais uniquement 
pour les gènes fortement exprimés (Mou et al. 2020). En revanche, pour les gènes faiblement 
exprimés, la performance des outils en population varie considérablement. De manière 
générale, les analyses de DE sont basés sur des tests statistiques comparant la distribution des 
gènes entre de deux groupes de cellules. La distribution n’étant pas connue, il est préférable 
d’utiliser des tests non paramétriques (test de somme des rangs de Wilcoxon par exemple). 
Les données étant constitués de milliers de gènes, le nombre de faux positifs peut être 
important nécessitant alors une correction pour tests multiples (correction de Bonferroni par 
exemple).  
 

2.5.2 Inférence de trajectoire et réseaux de gènes 
 

Les processus biologiques à l’origine de l’hétérogénéité cellulaire sont des processus 
continus. Les systèmes statiques tel que le clustering ne suffise pas à décrire cette diversité 
cellulaire. Ainsi, afin de capturer les transitions entre les cellules, il est possible d’utiliser des 
méthodes connues sous le nom d’inférence de trajectoires. Globalement, les algorithmes 
d’inférence de trajectoires reconstruisent une trajectoire à travers l’espace cellulaire en 
minimisant les changements transcriptionnels entre les cellules voisines. Plusieurs méthodes 
existent et diffèrent par la complexité des trajectoires modélisées. Certains algorithmes se 
limitent à des topologies linéaires alors que d’autres peuvent inférer des trajectoires linéaires 
et branchées ou davantage plus complexe tels que des arbres ou des chemins multi-branchés. 
Une récente étude comparant 70 outils d’inférence de trajectoires a mis en évidence 
qu’aucune des méthodes était optimale, le choix de celle-ci dépendant plutôt de la dimension 
des données et de la complexité de la trajectoire attendue (Saelens et al. 2019). Toutefois, la 
comparaison a montré que Slingshot surpassait les autres modèles pour des trajectoires 
linéaires, bi- ou multi-branchées (Street et al. 2018).  
Les trajectoires obtenues sont en général statiques, c’est-à-dire qu’elles n’indiquent pas la 
directionnalité que suivent les cellules au cours d’un processus de différenciation. Des 
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méthodes d’analyses de vélocités des ARN tel que scVelo ont été développées (Bergen et al. 
2020). La vélocité des ARN permet de prédire l’état futur d’une cellule en appliquant un 
modèle capable d’estimer les taux de réactions de transcription, d’épissage et de dégradation 
par distinction des ARN épissés et non épissés (La Manno et al. 2018). Ainsi, ces méthodes 
permettent d’étudier la dynamique de différenciation cellulaire et peuvent être superposées 
sur la trajectoire pour ajouter de la directionnalité.  
La trajectoire peut également être analysée au niveau des gènes. En effet, il est intéressant de 
trouver les gènes dont l’expression change le long de la trajectoire afin d’identifier le 
processus biologique sous-jacent (par exemple les gènes impliqués dans les processus de 
différenciation). La détermination de ces groupes de gènes peut permettre d’identifier de 
nouveaux acteurs impliqués dans le processus étudié.  
 
 Les gènes ne fonctionnent pas indépendamment, au contraire la régulation d’un gène 
passe par la régulation d’interactions avec d’autres gènes. Ces interactions régulatrices 
contrôlant un processus cellulaire spécifique peuvent être mises en évidence par les réseaux 
de régulation de gènes (GRN). Plusieurs approches d’inférence de GRN à partir de données 
temporelles transcriptionnelles ont été développées. Ainsi, les réseaux inférés peuvent être 
statiques par mesure de corrélation (coexpression génique) ou encore dynamiques tels que 
les modèles d’équations différentielles, les réseaux booléens ou encore sur des modèles 
mécanistes particuliers où les gènes sont décrits par des modèles à deux-états en interaction 
(Fiers et al. 2018; Ventre et al. 2022). Les méthodes d'inférence de GRN peuvent ainsi offrir 
des informations précieuses pour identifier les régulateurs des processus de différenciation 
cellulaire.   
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Objectifs du projet de 
recherche 

 
Les lymphocytes T CD8 sont des acteurs cruciaux des réponses immunitaires 

adaptatives. Leur hétérogénéité et leur plasticité sont des éléments clés pour une protection 
efficace et durable à l’hôte. Ainsi, de nombreuses études ont mis en avant la diversité 
phénotypique et fonctionnelle des LT CD8 au cours d’une infection aigue (Böttcher et al. 2015 
; Hikono et al. 2007 ; Johnnidis et al. 2021 ; Joshi et al. 2007 ; Milner et al. 2020 ; Plumlee et 
al. 2015 ; Renkema et al. 2020 ; Sallusto et al. 1999 ; Sarkar et al. 2008). Les acteurs 
moléculaires tels que les facteurs de transcription ou de reprogrammation épigénétique 
impliqués dans le développement de différents types de cellules effectrices/ mémoires, ont 
aussi été beaucoup étudiés (Gray et al. 2017; Kaech and Cui 2012; Omilusik et al. 2015; Pace 
et al. 2018; Yang et al. 2011; Zhou et al. 2010).  

Les liens existants entre les différentes populations décrites et notamment le stade 
auquel les LT CD8 activés s’engagent dans le destin effecteur et mémoire a été largement 
étudié. Notamment, la communauté cherche à savoir à quel moment de la réponse 
immunitaire les cellules s’engagent dans la lignée de la mémoire et divergent du destin 
effecteur. De nombreuses approches expérimentales différentes ont ainsi conduit à 
l’établissement de modèles alternatifs (Arsenio et al. 2014; Buchholz et al. 2013; Chang et al. 
2007; Crauste et al. 2017; Kaech and Cui 2012; Kakaradov et al. 2017; Pace et al. 2018). Bien 
qu’un engagement précoce des cellules activées vers la différenciation en mémoire soit 
relativement admis, l’existence d’un branchement vers la mémoire reste débattue (Flossdorf 
et al., 2015).  

La question de la qualité fonctionnelle des cellules mémoires générées est également 
importante afin de protéger efficacement l’hôte. La qualité regroupe la capacité de migration 
au site de l’infection et la force et la rapidité d’expression des fonctions effectrices. Plusieurs 
études ont mis en évidence sur la base d’expériences de phénotypage une diversité de la 
qualité de LT mémoires générées (Böttcher et al., 2015 ; Hikono et al., 2007 ; Olson et al., 
2013). De plus, le contexte d’immunisation influence les voies que suivent les LT jusqu’à la 
mémoire. En effet, la persistance d’un antigène dans le contexte d’une infection chronique ou 
du cancer, entraine les LT CD8 activés dans une voie de différenciation parallèle à la voie de 
l’infection aigue et mène à un dysfonctionnement des cellules mémoires (Beltra et al. 2020; 
Chen et al. 2019; Hudson et al. 2019; Im et al. 2016).  

 
Ainsi, au cours de mon travail de thèse, je me suis intéressée à la génération des LT 

CD8 mémoires et à leur qualité fonctionnelle par des approches en cellule unique. Mes travaux 
de recherche s’articulent donc autour de 2 axes principaux :  

O 
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(1) L’étude du stade auquel les LT CD8 activés s’engagent dans le destin mémoire et 
divergent des effecteurs  

(2) L’impact d’une stimulation transitoire par une tumeur en comparaison d’une 
infection virale aigue sur la qualité fonctionnelle des LT CD8 mémoires 

Pour ce premier axe, nous avons réanalysé, en collaboration avec Héléna Todorov, une 
étudiante en thèse, par bio-informatique un jeu de données de scRNA-seq existants 
comportant des lymphocytes T CD8 collectés pendant la phase d’expansion d’une infection 
virale aigue. Nous avons utilisé des approches qualitatives et quantitatives et des techniques 
de machine learning pour identifier les précurseurs de la mémoire au cours d’une primo-
infection afin de concevoir un modèle expliquant la dynamique de génération des cellules 
mémoires. Les résultats obtenus in silico ont été ensuite validés in vivo.   
Étant capable d’identifier ces précurseurs de la mémoire, la génération de celles-ci à des 
étapes précoces post-activation a été étudié. J’ai collaboré avec Shaoying Wang, une 
étudiante en thèse, pour étudier par scRNA-seq l’impact de l’IL-2 exogène sur la génération 
des précurseurs de cellules mémoire in vitro. 
 Pour le second axe de mes recherches, nous avons réalisé du scRNA-seq et analysé les 
signatures transcriptomiques par bio-informatique de populations de mémoires générées 
chez la souris en réponse à une infection virale aiguë ou après un challenge tumoral 
transitoire. Les résultats ont ensuite été validés par cytométrie en flux ce qui a permis de 
caractériser davantage une protéine pouvant expliquer des différences de qualité 
fonctionnelle entre les LT CD8 mémoires générés dans ces 2 contextes d’immunisation. 
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Résultats 
 
 
 

I. ÉTUDE DU STADE AUQUEL LES LT CD8 ACTIVÉS S’ENGAGENT DANS LE DESTIN 
MEMOIRE ET DIVERGENT DES EFFECTEURS PAR DES APPROCHES EN CELLULE UNIQUE 

 

1. Article 1 – Génération des précurseurs de la mémoires T CD8 après infection 
virale et persistance in vivo  

 
Ce premier travail de recherche a été réalisé en collaboration avec Héléna Todorov, 

une doctorante en bio-informatique en cotutelle dans l’équipe. Comme évoqué 
précédemment, il existe de nombreux modèles de différenciation des LT CD8. La communauté 
scientifique s’accorde à dire qu’il existe un engagement précoce de la mémoire. Toutefois 
l’existence d’un branchement vers la mémoire reste débattue.  

Nous avons dans ce travail, reconstruit la trajectoire suivie par les LT CD8 naïfs pour se 
différencier en cellules mémoires. Pour cela, nous avons réanalysé un jeu de données de 
single-cell RNA-seq comprenant des LT CD8 effecteurs à 4 et 7 jours après une infection aigue 
par LCMV-A. Nous avons appliqué de nouveaux outils d’analyses bio-informatiques afin de 
mieux caractériser la dynamique d’apparition des précurseurs de cellules mémoires au cours 
d’une primo-infection virale.  

Les outils d’inférence de trajectoires et de vélocité d’ARN nous ont permis de mettre 
en évidence une trajectoire définie par les gènes codant pour les protéines régulatrices du 
cycle cellulaire et celles associées aux fonctions effectrices des LT CD8. L’analyse des GRN ainsi 
que l’analyse d’enrichissement a permis d’identifier les précurseurs de la mémoire (MP) à 
plusieurs points le long de la trajectoire. Notre approche quantitative a montré que le nombre 
de MP augmentaient avec le temps et acquéraient les gènes des fonctions effectrices. Ces 
résultats ont été confirmé in vivo via un marquage au BrdU. Ainsi, les MP sont générées en 
continu pendant la primo-infection et participent à la génération du pool de mémoire bien 
que la majorité des LT mémoires soient dérivées de cellules ayant proliféré et acquis des 
fonctions effectrices. 
 

R 
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SUMMARY 
In this work, we studied the generation of memory precursor cells following an acute 
infection by analyzing single-cell RNA-seq data that contained CD8 T cells collected during 
the post infection expansion phase. We used different tools to reconstruct the 
developmental trajectory that CD8 T cells followed after activation. Cells that exhibited 
a memory precursor signature were identified and positioned on this trajectory. We 
found that these memory precursors are generated continuously with increasing 
numbers arising over time. Similarly, expression of genes associated with effector 
functions was also found to be raised in memory precursors at later time points. The 
ability of cells to enter quiescence and differentiate into memory cells was confirmed by 
BrdU pulse-chase experiment in vivo. Analysis of cell counts indicates that the vast 
majority of memory cells are generated at later time points from cells that have 
extensively divided. 
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INTRODUCTION 
In mice, the number of naive CD8 T cells that are specific for a given epitope is relatively low, 
ranging from 100 to 1,000 cells (Obar et al. 2008; Haluszczak et al. 2009). Upon infection, these 
pathogen-specific CD8 T cells will be recruited and activated. This, under appropriate conditions, 
leads to their extensive proliferation and differentiation in a large (106–107 cells) population of 
effector CD8 T cells that display the capacity to eliminate infected cells. The majority of effector 
cells will die by apoptosis, except for a smaller subset of memory precursor (MP) cells that will 
further differentiate to give rise to a long-lived population of memory cells (105–106 cells) that will 
provide protection upon subsequent infection (Murali-Krishna et al. 1998; Crauste et al. 2017; 
Johnnidis et al. 2021, Pais Ferreira et al. 2020). Although these cells are mainly quiescent, they 
retain the capacity, upon re-exposure to pathogens, to expand and rapidly display effector 
functions due to epigenetic modifications of genes involved in these processes (Fitzpatrick et al. 
1999; Marcais et al. 2006). 
 
In order to better understand the properties of memory cells generated in different settings (Appay 
et al. 2002), many studies have focused on defining CD8 T cell subsets, relying on a restricted 
number of surface proteins (Sallusto et al. 1999; Hikono et al. 2007; Jameson and Masopust, 2009). 
These cell subsets include central and effector memory cells, exhausted memory cells, or tissue 
resident memory cells. Over the years, the study of these subsets has brought a wealth of 
knowledge on the responsiveness (Bouneaud et al. 2005; Wherry et al. 2007; Hikono et al. 2007; 
Sallusto et al. 1999), homing (Masopust et al. 2001), and self-renewal capacities (Graef et al. 2014; 
Gattinoni et al. 2012) of memory cells. The molecular pathways sustaining their development have 
also been largely uncovered. Indeed, the involvement of numerous transcription factors (Intlekofer 
et al. 2005; Omilusik et al. 2015; Mann and Kaech, 2019; Kaech and Cui, 2012) and epigenetic 
reprogramming factors (Pace et al. 2018) in the differentiation of different classes of effector 
and/or memory cells has been described. 
 
The lineage relationship between the different subsets of CD8 T cells (Bouneaud et al. 2005; 
Wherry et al. 2003) and the stage at which activated CD8 T cells diverge from the effector fate to 
commit to the memory lineage has been extensively studied, with many different experimental 
approaches leading to results sup- porting alternative models (Kaech and Cui, 2012). A linear 
pathway, where memory cells are derived from effector cells, is supported by early studies using 
genetic marking of memory cells (Jacob and Baltimore, 1999). A linear model, where activated 
naive cells first differentiate into MP cells that give rise to effector cells, has been suggested 
following in vivo fate mapping of single cells (Buchholz et al. 2013). These early MP cells could 
correspond to the memory stem cells described in a restricted number of experimental systems 
(Gattinoni et al. 2012). Fate mapping experiments have highlighted the heterogeneity of effector 
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cells in terms of their functional capacities and their differentiation potential into memory 
cells (Joshi et al. 2007; Wherry et al. 2007; Sarkar et al. 2008; Kalia et al. 2010). Hence, a new 
classification of effector cells based on the expression of KLRG1 and CD127 has emerged with, on 
one side, short-lived effector cells doomed to die at the end of the primary response and, on the 
other side, MP effector cells that maintain the capacity to differentiate into memory cells (Joshi et 
al. 2007). In this model and in the first linear models, memory cells are derived from cells that 
express fully developed effector functions and that have maintained the potential to differentiate 
into memory cells (Pace et al. 2018; Youngblood et al. 2017). In contrast, a number of other studies 
have suggested a separation of MP cells at an earlier stage that precedes the differentiation into 
effector cells. Indeed, branching as early as following the first division has been proposed based 
on single-cell transcriptome analysis (Arsenio et al. 2014; Kakaradov et al. 2017) and would 
potentially result from an asymmetric division of antigen-triggered cells (Chang et al. 2007). 
Although these models agree on the early commitment of activated naive CD8 T cells to the 
memory lineage, there remains some debate about the existence of an early branching (Flossdorf 
et al. 2015; Kretschmer et al. 2020; Kinjyo et al. 2015).  

 

More recently, Crauste et al., (2017), based on the modeling of the generation of memory CD8 T 
cell counts, demonstrated that the total pool of memory CD8 T cells could mainly be generated by 
a linear pathway; the majority of quiescent memory cells are generated following the transition of 
naive cells through an early activation effector stage characterized by active cell cycling followed 
by a late quiescent effector stage (Crauste et al. 2017). In this model, an early branching of memory 
cells was permitted, but it could not ac- count for the generation of the full supply of memory cells. 
 
Overall, functional studies of memory differentiation routes by genetic ablation or cell fate 
mapping studies have led to the description of multiple possible pathways that lead to a diversity 
of effector/memory populations. They suggest that memory commitment could take place at 
several stages of the primary immune response. However, some of these pathways might 
represent routes followed by only a few cells that generate a minor fraction of the memory cell 
pool. 
 
In order to uncover the different trajectories followed by naive CD8 T cells to differentiate into 
memory cells, we have used new trajectory analysis tools that take into account the large amount 
of information that is delivered by single-cell transcriptomics. Indeed, over the last decades, single-
cell RNA sequencing (scRNA-seq) has emerged as a powerful tool and allowed a great advance in 
the exploration of the heterogeneity of the immune system (Papalexi and Satija, 2018). We analyzed 
gene expression dynamics in CD8 T cells collected during the effector response to an acute infection 
with the lymphocytic choriomeningitis Armstrong virus (LCMV-Arm), generated by (Yao et al. 2019) 
and (Kurd et al. 2020). We applied trajectory inference on these datasets to identify trajectories 
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leading to the generation of MP cells. Using cell-cycle classification and RNA velocity algorithms, 
we show that the differentiation is driven by cell-cycle and immune function genes. To identify the 
molecular regulatory mechanisms supporting the process, we then performed a gene regulatory 
network (GRN) inference analysis, which allowed us to identify a cluster enriched in cells harboring 
transcription factors associated with MP cells. Using an MP gene signature, we confirmed that this 
cluster was enriched in MP cells, although cells expressing that signature were also found at 
multiple points along the trajectory. Finally, we used another pathogen infection and BrdU labeling 
to generalize and validate these results in vivo. Analysis of cell counts confirmed that memory cells 
are generated continuously all along the trajectory. However, due to cellular expansion, the 
majority of memory cells were derived from cells that had proliferated and acquired effector 
functions. 

 

RESULTS 
Trajectory inference of the CD8 T cell response to an acute infection 

In order to gain insight into the differentiation dynamics of CD8 T cells in response to an acute 
infection (LCMV-Arm), we performed trajectory inference on a scRNAseq dataset generated by Yao 
et al., (2019) using two recently published methods, Slingshot (Street et al. 2018) and TinGa 
(Todorov et al. 2020). This dataset consists of measurements on 20,295 splenic CD8 T cells 
generated following LCMV-Arm acute infection and isolated at two different time points (4.5 
and 7 days post infection [dpi]), in two separate replicates. We identified the 2,000 most highly 
variable genes in the dataset using variance modeling statistics from the Scran R package (Lun et 
al. 2016), on which we applied both trajectory inference methods. Slingshot was shown to be very 
efficient in a study that compared more than 40 methods on a large number of datasets (Saelens 
et al. 2019). TinGa is a new method for trajectory inference that showed comparable results on 
simple trajectories and better results on complex trajectories than Slingshot (Todorov et al. 2020). 
These two methods both share a first step in which the dimensions of the data are reduced, either 
by principal component analysis for Slingshot or by multidimensional scaling (MDS) for TinGa. In 
the two resulting representations of the data, the cells form a continuum from cells taken 4.5 dpi 
to cells taken 7 dpi (Figures 1A and S1A). 
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Figure 1. TinGa trajectory inference 
(A–C) Visualization of the cells in a 2D space computed by multidimensional scaling. (A) The cells were 
colored according to the two experimental time points 4.5 and 7 days post-LCMV-Armstrong infection. 
(B) The TinGa algorithm identifies a branching trajectory in the data, that is represented by a black line. 
Milestones along the trajectory can be used to define subgroups of cells that are represented by different 
colors. They will be referred to as ‘‘clusters.’’ The number of cells in each cluster is indicated. (C) The cells 
were classified into one of the cycling phases (either G1, S, or G2/M) using the Seurat package and colored 
accordingly. (D and E) The number of cells in the G1, S, and G2/M phases (D) and in the two experimental 
time points (E) are shown for each cluster. See also Figures S1 and S2. 
 

Slingshot first applies clustering to the data and then identifies transitions between these clusters. 
It identified a linear trajectory starting among cells from day 4.5 post infection (pi), transitioning 
through a mix of cells from day 4.5–7 pi, and ending in a part of the data that was enriched in cells 
from day 7 pi (Fig- ure S1B). The genes that varied the most along this trajectory are identified in 
Figure S1C. The linear Sling- shot trajectory started in early activated cells, in which we identified 
an overexpression of Ybx1, Rps2, and Rps8 genes involved in the initiation of transcription. The 
trajectory then transitioned through a state where the cells seemed to be undergoing divisions 
(Tubb4b, Tuba1b, Ccna2, Cks1B genes) and ended in cells that expressed genes associated with 
immune functions (such as Ccl5, Hcst, B2m, H2-D1). In comparison, the trajectory identified by 
TinGa started similarly to the Slingshot trajectory, but then split into two branches (Figure 1B). One 
small branch (identified by the number 3) corresponded to cells that were in a highly cycling state, 
whereas the other longer branch ended, after several transitional states, in the effector state 
described in the Slingshot trajectory (Figure S2A). Eight transitional states were identified along 
the TinGa trajectory. For convenience, these eight transitional populations will be referred to as 
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clusters from now on. 
 
Among the 40 genes that varied the most along the two trajectories defined by Slingshot and TinGa 
(Figures S1C and S2A), 33 were commonly found in both trajectories. This suggests that, even 
though TinGa identified an extra small branch that Slingshot included in a linear trajectory, the 
genes that are mainly driving cells along the two trajectories are similar. Interestingly, when 
we applied Slingshot and TinGa to a reduced set of 1,300 highly variable genes, both methods 
recovered a branching trajectory (Figures S1D and S2B). This indicates that the main trajectory 
uncovered is robust and that the small branch identified differs only marginally from the 
neighboring cluster. 
 
The  inferred  trajectories  retrace  an  early-late-memory  differentiation  pathway 
To further characterize the CD8 differentiation trajectory supported by the single cell 
transcriptomics data, we used the trajectory obtained with TinGa, as it identified more transition 
points along the route and hence might give a more refined definition of differentiation steps. As 
both the Slingshot and the TinGa trajectories were clearly driven by cell-cycle-associated genes 
(Figures S1C and S2A), we used a classifier from the Seurat R package (Tirosh et al. 2016) to allocate 
cells to the G1, S, or G2/M cell-cycle phases (Figure 1C). We identified clear cycling trends along the 
trajectory. Cells in clusters 2, 5, and 4 were mainly classified in the S phase (Figures 1C and 1D), 
whereas clusters 7 and 3 were de facto classified in the G2/M phase (Figures 1C and 1D). Cluster 6 
was clearly enriched in G1 cells, whereas cluster 8 contained almost exclusively cells in G1 (Figures 
1C and 1D). Hence, these results showed that the Tinga trajectory consisted of a first cycling 
effector population that differentiated in a quiescent effector population. Interestingly, TinGa 
identified three clusters enriched in cells positioned in the S phase (cluster 2, 5, and 4) and two 
clusters enriched in cells positioned in the G2/M phase (cluster 7 and 3). These clusters, however, 
differed in terms of sampling days, and the two clusters (3 and 4) positioned at a later pseudotime 
by TinGa contained a larger fraction of cells sampled on day 7 compared with the earlier clusters 
with a similar cell-cycle position. To identify the genes that were driving the trajectory of cells along 
these different clusters, we decided to perform differential expression analyses. The cell cycle is 
directly related to the differentiation of CD8 T cells in response to infection; however, it influences 
the expression of so many genes that comparing cells that are in different cell-cycle states would 
only show us differences between genes related to the cell cycle. In order to unravel the genes that 
were driving the trajectory aside from the cell cycle in more detail, we thus decided to perform 
differential expression analyses between cells from the same cycle phase present in each 
neighboring cluster along the trajectory (Table S1 and Figure S3A). This highlighted the slow 
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transition from early activation markers (Xcl1, Srm) to effector functions (Ccl5, Id2, Gzma/b) and 
quiescence (Btg1) (Figure S3A right panel). 
 
To further define the dynamics of cell differentiation, we applied the scVelo algorithm (Bergen et 
al. 2020) that defines RNA velocities. These were projected onto the TinGa embedding (Figure 2A). 
ScVelo retraced two RNA trajectory dynamics (Figure 2B). The first suggests a circular trajectory 
that would fit with cells going through the cell cycle. The second corresponds to a linear 
trajectory of differentiation leading from clusters 5 and 7 to 8 and 3. 
 
A similar dynamic was obtained using only the top 50 genes contributing to the scVelo’s dynamical 
model (Figure S3B, Table S2) indicating that they were sufficient to recover the overall cell 
dynamics (Figure 2A). Interestingly, the dynamics in cluster 3 suggests that these cells could either 
stop in the G1 phase of the cell cycle and join those of cluster 8 or cycle again. Thus, the small branch 
identified by TinGa could correspond to a transient state of proliferating cells. We then analyzed 
the molecular function associated with these 50 genes and found that they could be broadly 
classified into three categories (cell cycle, migration, and immune function) (Table S2). To compare 
the contribution of these genes to the dynamic, the RNA velocities associated with cell-cycle-
/migration-related genes or immune function genes were calculated and projected onto the TinGa 
embedding (Figures 2C and 2D). The cell cycle and migration genes clearly defined the first circular 
dynamics found at the start of the trajectory and also contributed to the differentiation process 
(Figure 2C), whereas the immune genes recapitulated a linear trajectory going from cluster 2 to 8 
(Figure 2D). By looking at individual gene dynamics, we found that genes act on different parts of 
the cell differentiation trajectory. Genes such as Id2 have an early effect, with stronger 
contribution to the global velocities in clusters 4, 5, and 7, whereas genes such as IL18r1 and 
Gimap6 start to act at later pseudotime with stronger velocities in the final clusters of the 
trajectory (Figure S3C). 
 
The trajectory inference based on single-cell transcriptomic data seems to recapitulate the two 
effector compartments that we have previously described, i.e., a first set of early effector cells that 
are cycling followed by a set of late effector cells that are quiescent and express increased levels 
of genes encoding immune effector functions (Crauste et al. 2017). 
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Figure   2.     Gene   expression   dynamics   along   the   differentiation   trajectories 

RNA velocities are projected onto the TinGa embedding. The cells in the trajectory were colored according 
to their TinGa milestones. (A) Velocities were calculated using all genes. Numbers correspond to TinGa 
clusters. 

(B) The RNA velocities show two distinct dynamics. In clusters 2, 5, and 7, cells are cycling (red arrow) but 
can commit to the differentiation dynamic (blue arrows) by leaving clusters 5 and 7 to reach cluster 8. (C 
and D) RNA velocities based only on cell cycle and migration (C) or immune-function-related (D) genes. See 
also Figure S3 and Table S2. 
 
Gene regulatory interaction analysis reveals a memory-precursors-associated module enriched 
in cluster 1 

To further characterize the transitional stages defined along the TinGa trajectory, we identified 
regulatory interactions between transcription regulators and their target genes in the dataset 
using the BRED tool (Cannoodt, 2019). We identified six main GRN-modules, which we defined as 
groups of target genes gathered around a regulator (Figure 3A). As expected, based on previous 
results on the cell cycle, three of these modules (Pcna, Hmgb2, Cenpf) were strongly enriched in 
genes involved in cell-cycle regulation. The Ybx1 GRN-module contained two groups of genes: 
one coding for proteins involved in RNA and protein synthesis metabolism that were upregulated 
in the cells from the cluster 2-5-7 branch and the other for immune functions that were enriched 
in clusters 6 and 8 (Figure S4). Two GRN-modules were composed essentially of genes associated 
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with the immune response. The GRN module Spi1 was expressed in very few cells along the 
trajectory (Figure S5). In contrast, the Tcf7/Id2/Phb2 GRN-module contained genes coding for 
transcription factors and immune functions, associated with the differentiation of CD8 T cells in 
memory cells. These genes were expressed in different clusters along the trajectory (Figure S6). 
Interestingly, cluster 1 was enriched in cells that co-expressed genes from the Tcf7/Id2/Phb2 
modules that were associated with an MP cell phenotype as defined by a number of studies (Yao 
et al. 2019, Pais Ferreira et al. 2020; Jeannet et al. 2010; Yang et al. 2011; Zhou et al. 2010; Chen 
et al. 2019). Indeed, they expressed Tcf7 and Id3, two transcription factors that were previously 
associated with an MP potential (Yao et al. 2019, Pais Ferreira et al. 2020; Jeannet et al. 2010; 
Yang et al. 2011; Zhou et al. 2010). Two target genes, Slamf6 and Tnfsf8, were found to be 
positively correlated with the presence of Tcf7 in the Tcf7/Id2/Phb2 module. In contrast, the Id2 
transcription factor, which has previously been associated with an effector fate (Omilusik et al. 
2018), was repressed in these cells, as was the effector-associated gene Gzmb (Figures 3B and S6). 
 
In summary, cluster 1 seemed to contain an interesting set of cells in which effector functions were 
down- regulated, whereas genes associated with a memory precursor signature were 
overexpressed. We thus decided to further characterize the cells in cluster 1. 
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Figure 3. Gene regulatory interactions 
(A) Gene regulatory network identified with BRED. In this GRN, regulatory processes are symbolized by 
arrows that are directed from transcription factors to their target genes or to other transcription factors. 
The top 100 interactions per TinGa cluster are represented and are colored according to the cluster in which 
they are occurring. The shape of the arrow indicated whether the interaction was an activation (->) or 
an inhibition (-|). 
(B) Zoom on the Id2/Tcf7/Id3 module identified by BRED. Only the interactions occurring in cluster 1 in the 
TinGa trajectory are represented. See also Figures S4–S6. 
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TinGa  identifies  distinct  clusters  associated  with  a  memory-precursor  phenotype  

Cluster 1 was mainly composed of cells from day 4.5 pi, a large fraction of which (36%) was classified 
as being in the G1 phase of the cell cycle (Figures 1D, 1E, and S7A). This contrasted with other 
clusters enriched in cells from day 4.5 pi, such as clusters 2 and 5, that contained very few cells 
classified as being in G1 (Figures 1D and 1E). 
 
To ascertain that cells in cluster 1 had been activated, we compared their transcriptome with the 
genes ex- pressed in cluster 2 positioned at the beginning of the trajectory. Results in Figure S7B 
showed that the cells in cluster 1 expressed an increased amount of genes coding for effector 
functions such as Ccl5 and Gzma compared with cluster 2, indicating that these cells had been 
activated as they had started to acquire effector functions. Cells in cluster 1 also expressed 
interferon-induced genes such as Ifl27L2a, Ifl203, Ifl47 (colored in red in Figure S7B), indicating 
that these cells had responded to the pathogen-induced innate response. We thus concluded that 
cluster 1 contained cells from day 4.5 pi that had been activated but already displayed traits of 
quiescence. 
 

 
 
 

Figure 4. Memory precursor cell identification and characterization 
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(A and B) Memory precursor signature enrichment in each cluster along TinGa’s trajectory. The cells above 
the threshold represented as a dotted line are considered as memory precursors. The percentage of cells 
with a memory precursor signature in each cluster is indicated. AUC: area under the curve. (B) The cells 
with a memory precursor signature were represented on the TinGa map and colored according to the 
cluster they came from. The number of cells with a memory precursor signature in each cluster is indicated. 
(C) Distribution in the G1, S, and G2/M cell-cycle phases of cells with a memory precursor signature from 
clusters 1, 8, or all others. (D) Triwise plot of the log fold-change expression of genes that were differentially 
expressed between the memory precursor cells found in cluster 1, 8, and all other memory precursors. 
Only the genes that were differentially expressed with a p value < 0.05 are represented. The internal 
hexagon corresponds toa log fold-change of 1, and the external hexagon corresponds to a log fold-
change of 2. See also Figures S7 and S8 and Table S3. 

 
Cluster 1 cells expressed increased amounts of Tcf7, Id3, and Ltb as compared with all other cells 
in the trajectory, whereas Klrg1, a gene associated with terminal differentiation, was 
downregulated in these cells (Figure S7C). This was in agreement with the activation of the 
Tcf7/Id2/Phb2 module containing genes associated with an MP potential in these cells. 
 
To confirm the MP genetic program of cells in cluster 1 and to identify all MP cells along the 
trajectory, we performed a gene set enrichment analysis (GSEA) using the MP gene signature 
recently defined in Yao et al., (2019) (Table S3 and Figure 4A). We identified 833 MP cells that 
were mainly localized in clusters 1 and 8 (Figures 4A and 4B). Unsurprisingly, cluster 1 was the 
most enriched in the MP signature, with 15% of the cells presenting the signature. Cluster 8 also 
contained a significant fraction (9%) of MP cells. However, the majority of MP cells were associated 
with cluster 8 that contained 3 times more MP cells than cluster 1 (Figures 4B and 4C). The majority 
of MP in cluster 1 and 8 were associated with the G1 phase of the cell cycle compared with those 
in the other clusters that were mainly in S and G2/M phase (Figure 4C). A second gene signature 
coming from P14 CD8 T cells expressing Tcf7 at the effector stage (referred to as Tpcm) and 
published by Pais Ferreira et al., (Pais Ferreira et al. 2020) was used to validate these results 
(Figures S7D and S7E). We found 456 Tpcm cells that were mainly associated with clusters 1 (about 
7%) and 8 (5.5%) in agreement with the previous results. 
 
To determine the number of MP cells associated with secondary lymphoid organs that had 
effectively been found on each sampling day, we recalculated the number of MP cells present in 
the spleen of animals at the two experimental time points (see STAR Methods section). Based on 
the number of LCMV-Arm-specific CD8 T cells present in the spleen on day 4.5 and 7 pi, we could 
estimate the number of cells with an MP gene signature on these two days to be 3,850 and 
643,000. This indicated that the number of MP cells generated 4.5 days after infection is more 
than 150 times lower than the number of MP cells generated 7 days after infection, in agreement 
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with values estimated in Crauste et al., (2017). 
 
To investigate differences between MP cells generated at day 4.5 and at day 7 pi, we compared 
the gene expression profiles of cluster 1 with that of cluster 8 MP cells respectively and with the 
profiles of MP from all the other clusters (Figure 4D). Both clusters 1 and 8 MP cells showed a 
decreased expression of genes driving the cell cycle compared with the other MP, in agreement 
with their position in G1 phase (Figures 4C and 4D). Cluster 8 MP cells have an increased 
expression of genes coding for proteins involved in effector functions (Gzmb, Ctla2, Ccl5) and 
cytokine response (Il7r, Il18r1, Ifngr1) compared with cluster 1 MP cells, indicating that, although 
they display an MP gene signature, they have also acquired effector cell properties. This was in 
agreement with the data showing that effector cells could dedifferentiate into quiescent memory 
cells (Youngblood et al. 2017). Interestingly, cycling MP (i.e., MP from clusters other than 1 and 8) 
expressed genes coding for transcription factors (Zbtb32, Id3) or histone modifier (Ezh2) involved 
in the regulation of the developmental switch between effector and MP cells, suggesting that 
cycling MP are still oscillating between these two fates (Kakaradov et al. 2017; Shin et al. 2017; Yang 
et al. 2011). 
 
To confirm the continuous generation of MP cells, we analyzed a second transcriptomic dataset 
generated by Kurd et al., that contained cells sampled at multiple time points during the primary 
response (day 4, 5, 6, 7, and 10 post-LCMV infection). Highly variable genes expressed by the 9,614 
cells were selected and TinGa was applied (Figure S8A). The trajectory obtained is similar to the 
Yao et al.,’s data (Yao et al. 2019), with the first part of the trajectory being enriched in cycling 
cells (cluster 1, 3, 8, 6, and 4) that were sampled on day 4, 5, 6, and 7 pi. The second part contained 
quiescent cells sampled on day 6, 7, and 10 pi (Figures S8A–S8C). Similarly, 574 MP cells were 
found by GSEA all along the TinGa trajectory (Figures S8D and S8E). 
 
Overall, these results suggested that MP cells with different functional and differentiation statuses, 
from activated cycling cells to quiescent effector cells, were present at different points along the 
trajectory. 
 
In vivo validation of memory cell generation at different time points following activation of CD8 
T cells 

Our in -silico analyses strongly suggest that CD8 T cells become quiescent and differentiate into 
memory cells at different stages following activation in response to acute viral infection. To validate 
this result in vivo, we used BrdU pulse-chase experiments. Indeed, these allow tracking cells that 
proliferate during the pulse time and stop soon thereafter, thus maintaining their BrdU labeling in 
the memory phase. This way, we can identify MP cells present at the time of pulse. We also wanted 
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to extend the data to other experimental systems, so we used vaccinia virus (VV) that induces a 
local acute infection in the lung when inoculated intra- nasally. Thus, mice were infected 
intranasally with a VV harboring the NP68 epitope, and we followed the activation of TCR 
transgenic F5 cells in secondary lymphoid organs (Crauste et al. 2017). Mice were given one 
injection of BrdU on days 4, 7, or 11 pi, and BrdU labeling was analyzed after 24 h in the spleen and 
the lymph nodes draining the lung and nasal cavity (Figures 5A and S9A). 
 
Following VV infection, TCR transgenic F5 CD8 T cells increased in proportion and numbers over 
time in both spleen and draining lymph nodes (dLN), with a peak 8 dpi (Figures 5B, 5C, and S9B). 
The percentage of BrdU-labeled cells, representative of proliferating CD8 T cells, was maximal 5 
dpi in the dLN and 8 dpi in the spleen, reflecting the local initiation of the CD8 T cell immune 
response following intranasal infection (Figures 5D, 5E, and S9C). The number of BrdU-labeled cells 
was maximal both in spleen and dLN 8 dpi and started to decrease thereafter with a limited 
number of cycling cells detected at 12 dpi. 

 

 
Figure 5. In vivo identification of memory precursors using BrdU labeling 
(A) Naive CD45.1 F5 TCR-tg CD8 T cells were transferred to C57BL/6 congenic recipients (n = 5 per group) 
one day prior i.n. infection with VV-NP68. Mice then received one BrdU injection (2 mg i.p.) on day 4 
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(Group1), day 7 (Group2), or day 11 (Group3). BrdU labeling was determined by flow cytometry on cells 
collected 24 h after BrdU injection (pulse) or 39 days post infection (chase). 
(B–E) The percentages (B, D) and numbers (C, E) of total F5 CD44+ (B, C) and BrdU + F5 CD44+ (D, E) CD8 T 
cells were determined 24 h after BrdU injection (pulse) in the indicated organs. (F) Fraction of proliferating 
early effector (EE) cells in the indicated organs from day 4 to day 11 postinfection. (G) Fraction of EE 
cells that differentiate into late effector (LE) cells in the indicated organs from day 4 to day 11 
post infection. (H and I) The percentages (H) and numbers (I) of BrdU + F5 CD8 memory T cells originating 
from cells labeled on days 4, 7, or 11 pi was determined 39 days after BrdU injection (chase) in the indicated 
organs. 
(J) The proportion of BrdU positive memory cells originating from MP labeled on days 4, 7, or 11 pi was 
determined as follows: the mean number of BrdU + F5 CD8 memory T cells at a given day was normalized 
to the sum of mean BrdU + F5 CD8 memory T cells numbers recovered on day 4, 7, and 11. Data are 
represented as mean G SD and are representative of 3 independent experiments. See also Figure S9. 
 

Using data from three independent experiments, we next estimated (see STAR Methods section) 
the fraction of early effector cells that proliferate and differentiate into late effector cells (Crauste 
et al. 2017) on days 4, 5, 7, and 11 pi. In agreement with the BrdU-labeling profile of total CD8 T 
cells, we found that the fraction of proliferating effector cells peaks on days 4–5 before quickly 
decreasing both in dLN and spleen (Figure 5F). This is in agreement with previous results (Crauste 
et al. 2017) obtained on blood samples. In contrast, the fraction of cells that differentiate into 
quiescent effector cells are very low on days 4–5 pi, increasing on day 7 pi with the highest 
fraction of cells being observed on day 11 pi, once proliferation has drastically vanished, in both 
spleen and dLN (Figure 5G). 
 
We then measured the fraction and number of BrdU-labeled CD8 T cells in the memory phase (39 
dpi) in order to evaluate the MP cells present on day 4, 7, or 11 pi (Figures 5A, 5H, 5I, S9D, and S9E). 
Indeed, cells still labeled after chase in the memory phase correspond to memory precursors having 
dropped out of proliferation soon after labeling and survived the contraction phase. As predicted by 
the single-cell transcriptomic data, we found that memory cells could derive from 
activated/effector cells at all investigated times. However, the largest fraction of memory cells was 
derived from cells labeled on day 7 or later (Figure 5J). Importantly the few cells that were labeled 
with BrdU between days 11 and 12 gave rise to a significant fraction of the memory cell pool in 
agreement with increasing fraction of cells in differentiation (Figure 5G). 
 
Finally, we compared protein expression of memory cells generated on day 4, 5, or day 7 pi. We 
thus performed a BrdU chase experiment (Figure 6A) and measured the expression of proteins 
encoded by genes that were differentially expressed in the single-cell transcriptomic dataset 
(Figures 4D, S10A, and S10B; Table S4). We found that only CCL5, which was the most differentially 
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expressed gene in late d7 MP cluster 8 (Figure 4D), was also expressed at a higher protein level by 
F5 memory cells generated at 7 dpi (Figure 6B). Two other proteins, CD127 (IL7R) and Ly6C, were 
not differentially expressed in the memory phase (Figures S10A and S10B). The expression of CCL5 
was also measured on endogenous antigen-induced BrdU positive memory cells, identified based 
on their CD49d expression (Grau et al. 2018) (Figure S10C). Similarly, we found a significant 
increase of CCL5 expression on BrdU+ endogenous memory cells generated at 7 dpi in the dLN and 
spleen (Figures 6C and 6D). 
 
 

 



 
 

93 

Figure 6. CCL5 expression by memory cells generated on day 4.5 or day 7 pi 
(A) Naive CD45.1 F5 TCR-tg CD8 T cells were transferred to C57BL/6 congenic recipients (n = 5 per group) 
one day prior i.n. infection with VV-NP68. Mice then received one BrdU injection (2 mg i.p.) on day 4.5 
(Group1) or day 7 (Group2). BrdU labeling was determined by flow cytometry on cells collected 25 days 
(chase) after infection. (B) Flow cytometry plots and quantification of BrdU + F5 memory cells expressing 
CCL5 labeled on day 4.5 and 7 with BrdU was assessed. 
(C and D) Flow cytometry plots and quantification of CD44+ CD49d+ BrdU + endogenous memory cells 
expressing CCL5 labeled on day 4.5 and 7 with BrdU was assessed in the draining lymph node (C) and in the 
spleen (D). *p < 0.05 (Mann- Whitney test). Data are represented as mean G SD and are representative 
of 2 independent experiments. See also Figure S10 and Table S4. 

 
Overall, these results show that memory cells are generated continuously after activation. 
However, due to cellular expansion, the majority of memory cells are generated late during the 
effector phase. 
 

DISCUSSION 
In this study, we have used trajectory inference tools to analyze the generation of memory 
precursor CD8 T cells during a primary response against an acute viral infection. A single-cell 
transcriptomic dataset (Yao et al. 2019) generated at two time points during the primary response, 
was analyzed using two recently developed trajectory inference algorithms (Slingshot [Street et 
al. 2018] and TinGa [Todorov et al. 2020]). These tools allow modeling gradual transitions 
between cell states, as they tend to preserve the local similarities between cells, thus predicting 
the likely differentiation path followed by cells activated in vivo by the virus (Saelens et al. 2019). 
Trajectory inference tools have become essential, as they allow to predict the fate of cells that 
have to be lysed to analyze their cellular content and/or transcriptome. Although different 
dimensionality reduction and trajectory computation approaches were used, the trajectories 
identified by both algorithms were driven by similar sets of genes and displayed a consistent 
trajectory starting among cells from day 4.5 post infection that were mainly cycling and ending 
among cells from day 7 post infection that were mainly quiescent. Importantly, there was a 
significant overlap between cells collected on each day, as clusters in the middle of the trajectory 
contained cells from both time points. This indicates that the differentiation process, although 
continuous, is heterogeneous in its duration, as for example some cells exit the cell cycle at early 
time points or acquire effector functions more rapidly. This is in agreement with experiments 
tracking the fate of single T cells in mice that have shown that the clonal size of memory cells 
generated from a naive CD8+ T cell is heterogeneous (Buchholz et al. 2013; Gerlach et al. Gerlach et 
al. 2013). The trajectory identified by TinGa was more refined, as it identified 8 transitional stages, 
one of which (cluster 1) was strongly enriched in MP cells identified using a gene signature derived 
from Yao et al., (2019). 
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We also applied scVelo (Bergen et al. 2020), a method that uses the splicing state of transcripts to 
calculate RNA velocities. The projection of RNA velocities on the TinGa-generated map evidenced 
two cellular behaviors with early cycling cells that remain on a circular trajectory and later cells 
that follow a linear path. These two behaviors were associated with cell-cycle and immune 
function genes, respectively. Importantly, the linear trajectory driven by the immune effector 
genes started in early (d4.5) cells underpinning cycling and quiescent cells, thus reflecting the 
progressive expression of effector functions by activated CD8 T cells. These results are in 
agreement with the two effector compartments previously described, namely the early cycling 
effector cells and late quiescent effector cells expressing genes encoding immune effector 
functions, through which most MP cells have to go to generate the full pool of memory CD8 T cells 
(Crauste et al. 2017). 
 
We herein found that MP are present at all pseudo-times, with an enrichment in clusters 1 and 8. 
The majority of MP cells in clusters 1 and 8 were in the G1 phase of the cell cycle, suggesting that 
they were on their way to become quiescent memory cells. We confirmed the continuous 
generation of MP cells on another dataset from Kurd et al., (2020). Importantly, we estimate that 
the number of MP cells generated on day 7 pi is around 100-fold higher than the number generated 
on day 4.5 pi. In vivo pulse-chase BrdU experiment confirmed that CD8 T cells became quiescent 
memory cells at different stages of an acute infection and that the differentiation rate of early 
effector cells increased over time. Overall, our data support a model where MP cells are 
generated continuously over the duration of the expansion phase and beyond, with the majority 
generated at the peak of the response. Memory precursors identified on day 7 (cluster 8) differ 
from MP cells generated earlier in the response, mainly by their expression of genes coding for 
CD8 effector functions (Gzmb, Ccl5), and we confirm that CCL5 is expressed at higher protein level 
by memory cells generated at 7 dpi compared with cells generated at 4.5 dpi. This is in agreement 
with the gradual acquisition of epigenetic modifications that lead to a poised transcriptional state 
of the effector molecule loci in memory CD8 T cells (Dogra et al. 2016; Henning et al. 2018). 
Moreover, a recent paper by Bresser et al., (Bresser et al. 2022) using an elegant ‘‘division 
recorder’’ accordingly demonstrate that memory cells are derived from cells that have undergone 
a large number of divisions during the activation/effector phase. They also show that among the 
TCM pool of memory cells, those that have performed more divisions express more genes 
associated with effector functions (Bresser et al. 2022). Based on differential gene expression, we 
searched for surface markers that could distinguish memory precursor CD8 T cells generated early 
or late in the response. Unfortunately, we have been unable to identify such markers that would 
have allowed us to compare the functions and self-renewal capacities of these cells. 
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The continuous generation of MP over the duration of the effector phase could be explained by 
the sustained proliferation of MP generated early in the response. These cells would maintain self-
renewing capacity while opening the chromatin at effector function gene loci. This would fit with 
the increased expression of mRNA coding for effector functions in MP identified on day 7. We 
estimate that cycling MP cells represent only about 15% of all MP cells. Interestingly, these cells 
differ from quiescent memory precursors by the expression of the transcription factors Zbtb32 and 
Ezh2, which encodes a catalytic subunit of the polycomb repressive complex 2 (PRC2) (Gray et al. 
2017). Zbtb32, which is transiently expressed during the effector phase, has recently been shown 
to control the magnitude of effector cells and the generation of memory cells (Shin et al. 2017). 
Epigenetic modification by Ezh2 controls the survival and cytokine pro- duction of effector cells. 
Also, it would be involved in the developmental switch between terminal effector cells and 
memory cells by depositing H3K27me3 in T effector cells (Gray et al. 2017; Kakaradov et al. 2017). 
Thus, proliferating MP cells could represent bipotential cells that oscillate between two fates: the 
terminally differentiated effector fate that is associated with the repression of the self-renewing 
capacity and the activation of effector function loci and the memory precursor fate that maintains 
the self-renewing capacity while acquiring bivalent chromatin modification marks on gene 
encoding effector functions. This hypothesis would be in line with a recent study by Pace et al., 
(2018) and Kinjyo et al., (2015) suggesting that cycling cells may represent bipotent differentiation 
intermediates expressing both effector and stem/memory potential. A similar differentiation 
pattern has recently been found in a hematopoietic stem cell differentiation model (Moussy et al. 
2017). Importantly in that model and similarly to our data, the number of divisions performed by 
bipotent cells before arresting and stabilizing in one or the other fate is heterogeneous. 
 
Such a continuous bivalent model could reconcile a number of previously proposed conflicting 
models that positioned memory precursor cells at either early or late stages following activation 
(Arsenio et al. 2014; Bouneaud et al. 2005; Buchholz et al. 2013; Flossdorf et al. 2015; Jacob and 
Baltimore, 1999; Kakaradov et al. 2017) (Graphical abstract). Importantly, it could account for the 
diverse sizes of clones derived from a single cell, observed in fate mapping experiments (Buchholz 
et al. 2013; Gerlach et al. 2013) while being in agreement with the dynamical modeling of memory 
CD8 T cells generation (Crauste et al. 2017). Finally, it would allow the deposition of epigenetic 
fingerprints on genes that encode effector functions and are poised for rapid expression in 
memory cells. 
 
Limitation of the study 

This study mainly concerns memory CD8 T cells that transit through or reside within the spleen. 
The differ- entiation of tissue-associated memory CD8 T cells was not addressed. Indeed, the in 
silico as well as the in vivo data mainly focused on CD8 T cells sampled from the spleen or other 
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lymphoid organs. This should be the subject of future studies. Another limitation of the study 
results from using BrdU labeling to trace memory CD8 T cell differentiation in vivo. This only 
allowed us to characterize the differentiation of cycling memory precursor cells generated during 
the expansion phase of the primary response. However, our main conclusions are supported by a 
recent study that could trace memory cell generation further into the response (Bresser et al. 
2022). 
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KEY RESOURCES TABLE 

 

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER  
Antibodies 

 
Bacterial and virus strains 

    VV-NP68Dr. D.Y.-L.  Teoh (Human Immunology 
        Unit, Institute of Molecular Medicine,   

Oxford, U.K.)      Modified from the Western Reserve strain 

    

BUV395 anti-mouse CD8a (Clone 53–6.7) PE 

anti-mouse CCL5 (clone 2E9) 

BV605 anti-mouse/human CD44 (clone IM7) 

BUV737 anti-mouse CD45.1 (clone A20) BV650 

anti-rat/mouse CD49a (clone Ha31/8) 

PerCP-eFluor 710 anti-mouse CD49d (clone R1-2) BV510 

anti-mouse CD62L (MEL-14) 

    

Fixable Viability Dye eFluor 780 Biotin 

anti-mouse Ly-6C (clone AL-21) 

Biotin anti-mouse Ly108 (clone 13G3-19D) PE-

Cy7 anti-mouse CD127 (clone A7R34) PerCP-

eFluor 710 anti-mouse Ki67 

     

Streptavidin BUV496 

Biolegend 

BD Bioscience 

Biolegend 

Biolegend 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

eBiosciences 

Biolegend 

Biolegend 

eBiosciences BD 

Biosciences 

eBiosciences 

eBiosciences 

eBiosciences 

eBiosciences 

BD Biosciences 

   

Cat#563786; RRID: AB_2732919 

Cat#149103; RRID: AB_2564405 

Cat#103047; RRID: AB_2562451 

Cat#564574; RRID: AB_2738850 

Cat#740519; RRID: AB_2740235 

 

Cat#104441; RRID: AB_2561537 

Cat#126521; RRID: AB_2562205 Cat#65-

0865-14 

Cat#557359; RRID: AB_396663 cat#13-

1508-82; RRID: AB_763614 Cat#25-

1271-82; RRID: AB_469649 

 Cat#11-5893-82; 

RRID: AB_1311265 



Chemicals, peptides, and recombinant proteins 

Critical commercial assays 

 
Experimental models: Organisms/strains 

Software and algorithms 

 
REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER   
Flowjo (v10.8.1)                                                               Flowjo software                                                                       N/A 

 
Other 

 D4.5 and D7 p.i. single-cell RNA-s equencing on P14 cells  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/ acc.cgi?acc=GSE119943 

 

 D0 to D90 p.i. single-cell RNA- sequencing on P14 cells       https:// www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE131847 

 

BrdU Staining Kit for Flow Cytometry APC eBiosciences  

 BD Biosciences  

(v9.3.1) 

Cell Ranger v3.1 

Graphpad software 

 genomics 

Kallisto and Bustools Melsted et al. 2021 

Scater McCarthy et al. 2017 

 v4 

Scran 

Hao et al. 2021 

Lun et al. 2016 

SingleR 

TinGa (implemented in dynverse package) 

Slingshot (implemented in dynverse package) 

AUCell 

Aran et al. 2019 

Todorov et al. 2020 

Street et al. 2018 

Aibar et al. 2017 

ScVelo 

BRED 

Cytoscape 

 
Bergen, et al.,2020 

Cannoodt, 2019 (PhD thesis)  

Cytoscape 

 

 single-cell-gene-expression/software/ 

pipelines/latest/installation 

https://www.kallistobus.tools/kb_ 

usage/kb_usage/ 

 

 

 

 

 

 

 

 

DMEM 

Sodium pyruvate (100mM) 

HEPES (1M) 

Gentamicin (50mg/mL) 

Beta-mercaptoethanol 

DPBS 

FBS 

   

efluor780-coupled Fixable Viability Dye 

NP68 (ASNENMDAM) 

BrdU 

BrdU 

Thermofisher 

Thermofisher 

Thermofisher 

Thermofisher 

Thermofisher 

Thermofisher 

BioWest 

Sigma-Aldrich 

Invitrogen 

Proteogenix 

Sigma 

eBiosciences 

026 

 

 

 

 

094 

 

Cat#S2002-500 (Lot#MKBX7529V) 

Cat#65-0865-18 

 

 

Cat#00-4440-51A 

Mouse : C57Bl6/J : C57BL/6J 

Mouse : F5 : B6/J-Tg(CD2-TcraF5, CD2-

TcrbF5)1Kio/Jmar 

 River 

Prof. D. Kioussis (National Institute of 

Medical Research, London, U.K.) 

Strain code : 632 
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RESOURCE AVAILABILITY 
Lead contact 

Further information and requests for resources should be directed to and will be fulfilled by 
the lead contact, Jacqueline Marvel (jacqueline.marvel@inserm.fr). 
 
Materials availability 

This study did not generate new unique reagents. 
 
Data and code availability 

• Accessions for publicly-available datasets used in this study are described in previous 
publications and in the key resources table. 

• This paper does not report original code. Code used to generate figures is available 
upon reasonable request from the lead contact. 

• Any additional information required to reanalyze the data reported in this paper is 
available from the lead contact upon request. 

 

METHOD DETAILS 
Experimental procedures 
Mice 

C57BL/6J mice were purchased from the Charles River Laboratories. F5 TCR [B6/J-Tg(CD2-
TcraF5,CD2- TcrbF5) 1Kio/Jmar] transgenic mice were provided by Prof. D. Kioussis (National 
Institute of Medical Research, London, U.K.) and backcrossed on CD45.1 C57BL/6 
background (Jubin et al. 2012). Mice were bred or housed under specific pathogen free 
conditions in our animal facility (AniRA-PBES, Lyon, France). All experiments were approved 
by our local ethics committee (CECCAPP, Lyon, France) and accreditations have been 
obtained from governmental agencies. 
 
BrdU labelling 

Mice received 2 3 105 naive CD45.1 F5-Tg CD8 T cells by intravenous (i.v.) injection one day 
prior intranasal (i.n.) infection with VV-NP68 (2 3 105 pfu under 20uL). Mice then received 
one intraperitoneal (i.p.) BrdU injection (2 mg, Sigma). BrdU labelling was analysed 24h 
after BrdU administration or 25 and 39 days post infection (dpi). 
 
Cell analyses     
Mice were sacrificed by cervical dislocation and spleen and draining lymph nodes (cervical and 
mediastinal) were collected. Flow cytometry staining was performed on single-cell 
suspensions from each organ. Briefly, cells were first incubated with efluor780-coupled 
Fixable Viability Dye (Thermo Scientific) for 20 min at 4oC to label dead cells. Surface staining 
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was then performed for 45 min at 4oC in PBS (TFS) supplemented with 1% FBS (BioWest) and 
0.09% NaN3 (Sigma-Aldrich). Cells were then fixed and permeabilized in 96 wells plates using 
200 L of BrdU staining solution from the BrdU Staining Kit for Flow Cytometry APC 
(ThermoScientific) according to manufacturer instructions. The following mAbs(clones) were 
used: CD8(53.6.7), CD45.1 (A20) from BD Biosciences, CD44(IM7.8.1), Bcl2 (BCL/10C4) and 
CCL5 (2E9) from Bio-legend and Ki67 (SolA15) and CD49days (R1-2) from Thermofischer 
Scientific. Samples were acquired on a FACS LSR Fortessa (BD biosciences) and analyzed with 
FlowJo software (TreeStar). 
 
Estimation of proliferation and differentiation rates of early effector CD8+ T cells 

Neglecting CD8+ CD44+ effector cells death over the 24 h period between BrdU injection and 
sample collection, we consider that early effector (CD44+ Bcl2- Ki67+, Crauste et al. 2017) CD8 
T cells can either proliferate or differentiate. Upon BrdU injection, proliferating cells 
incorporate BrdU, therefore early effector cell proliferation rate can be approximated by 
the ratio: #CD44+ Bcl2- BrdU+ cells/#CD44+ Bcl2- Ki67 + cells (which is equivalent to 
assuming a linear proliferation rate and that all proliferating cells are BrdU+). 
 
The number of BrdU + late effector (CD44+ Bcl2- Ki67-, Crauste eta l., 2017) cells one day after 
BrdU injection corresponds to the fraction of BrdU + early effector cells that have dropped 
out of cycle, i.e. the first step in their differentiation, following BrdU injection. Hence, the 
differentiation rate of early effector cells into late effector cells is approximated by the ratio: 
#CD44+ Bcl2- Ki67- BrdU + cells/#CD44+ Bcl2- BrdU + cells. 
 
In vivo memory precursor cell number calculation 

The number of MP present in the spleen of animals at each time point was estimated for each 
cluster by multiplying the number of cells recovered at this time point (given by the 
number of cells collected in Yao et al., (2019)/by the percentage of cells in the given cluster 
(given by the TinGa analysis) and the per- centage of MP cells among these (given by the GSEA 
analysis). Then the number of MP was summed for all 8 clusters to yield the number of MP 
present in the spleen at a given time point. 
 
Data preprocessing 
Single-cell RNA-seq data preprocessing 

Existing single cell data from Yao et al., (2019) were used (GEO, accession no. GSE119943). A 
feature-bar- code matrix by replicate was generated using the Cell Ranger v.3.1 software (10X 
genomics) and only effector CD8 T cells in acute infection sampled at day 4.5 and day 7 post 
infection were kept for the analysis. The two replicates were pooled since no batch effect 
was observed. The cell filtering was made with the scater package (McCarthy et al. 2017). 
Briefly, cells with a log-library size and a log-transformed number of expressed genes that 
were more than 3 median absolute deviations below the median value were excluded. The 
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cells with less than 5% of mitochondrial counts were kept. These criteria were applied 
separately on the cells from day 4.5 and day 7 leading to 20,295 cells that were kept in total. 
The data was then normalized using the sctransform function in Seurat (Hafemeister and 
Satija, 2019) and variable genes were selected based on variance modeling statistics from the 
modelGeneVar function in Scran (Lun et al. 2016). The log-normalized expression values of 
the 2,000 highly variable genes were used for downstream analysis. 
 
To validate our results, a second dataset from Kurd et al., (2020) were used (GEO, accession 
no. GSE131847). Pre-processed count matrices of cells sampled at day 4, 5, 6, 7 and 10 
(replicate 1 only) were pooled (9,614 total cells) and genes detected in less than 1% of the 
total cells were removed. The data was then normalized using sctransform function and 1,573 
highly variable genes were selected by setting the variable.features.rv.th parameter to 1.3 
(default value). 
 
Cell type classification    
The cells were automatically annotated and the cell type to which they best corresponded 
was defined using the SingleR R package (Aran et al. 2019). The labeled normalized 
expression values of 830 microarray samples of pure mouse immune cells, generated by the 
Immunologic Genome Project (ImmGen), were used as reference. Cells that were clearly 
identified as non-T cells (7 B cells, 2 dendritic cells, 3 fibroblasts, 25 macrophages and 62 
monocytes) were removed before further analyses were applied. 
 
Advanced analyses 
Cell cycle assignment 

The Seurat R package was used to classify cells into G1, S or G2/M phases. The classifier relies 
on a list of genes from Tirosh et al., (2016), that contains markers of the G2/M and S phase. It 
attributes a class to each cell with a certain probability, with the possibility to attribute the 
G1 class to cells for which the G2/M or S scores were low. 
 
Trajectory  inference  
Two recently published trajectory inference tools, Slingshot and TinGa, were used to identify 
a trajectory in the data. The normalized data was first wrapped into a dataset object with 
the dynwrap R package. The slingshot implementation in dynwrap, as found on the 
github/dynverse/dynwrap github PAGE, was applied to the data using the default 
parameters. The TinGa implementation as found on the github/Helena-todd/TInGa 
repository was applied to the data using the default parameters. The dynplot R package was 
then used for an easy visualization of the resulting trajectories. 
 
Generating heatmaps of gene expression along trajectories 

We used the plot\_heatmap() function from the dynplot package to visualize the expression 
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of specific genes along the Slingshot and TinGa trajectories. We either used the function as a 
discovery tool to identify the top n genes that varied the most along the trajectories, or we 
provided lists of genes associated with a certain signature to see in which parts of the 
trajectories these genes were the most expressed. 
 
Differential expression analysis 

The transitional populations that were identified along the TinGa trajectory were used as 
clusters defining similar cells. Differential expression analysis was performed between these 
clusters using the Seurat R package. Wilcoxon rank sum tests were applied and genes were 
selected as differentially expressed if the difference in the fraction of detection of the gene 
between the two compared groups of cells was higher than 0.25, and if the log fold-change 
difference between the two groups was higher than 0.3. The differentially expressed genes 
were then visualized using the triwise R package (Van de Laar et al. 2016) and in a volcano 
plot that was generated manually in R with the ggplot2 R package. 
 
Gene set enrichment analysis 

Gene rankings were computed in cells using the AUCell R package. This allowed to identify 
cells that showed specific gene signatures. The memory precursor signature published by Yao 
et al., (Yao et al. 2019), consisting of a re-analysis of the data from Joshi et al., (Joshi et al. 
2007) (GSE8678), was used. Of the 122 genes described as associated with a memory-
precursor signature, only 42 genes were present in the 2,000 HVGs that we selected. We 
thus decided to use all genes available instead of restricting ourselves to the 2,000 HVGs for 
this analysis (115 genes found). 833 cells out of the 20,196 studied acute responding CD8 T 
cells were assigned to a memory precursor signature. The Tpcm signature from Pais Ferreira 
et al., (Pais Ferreira et al. 2020) was also tested. The signature consisted of 602 genes (576 
gene expressed in Yao et al., dataset) differentially expressed in the effector-phase Tcf7GFPhi 
CD8 T cells versus Tcf7GFP- P14 cells at day 8 post LCMV Armstrong infection (criteria: adjusted 
p value <0,05 and log2FC > 1). 
 
Inferring the number of memory precursors in the spleen 

The number of memory precursors in the spleen was calculated based on the percentage of 
memory pre- cursors identified by gene set enrichment among total day 4.5 or day 7 cells and 
the average number of CD8 T cells found in the spleen of mice on those same days (Number 
of MP on day x = % of MP among single cell from day X * average total number of CD8 T cells 
in spleen on day X). 
 
RNA velocity 

Counts of spliced and unspliced abundances were obtained using the Kallisto and Bustools 
workflow (Melsted et al. 2021). Raw fastq files were pseudo-aligned on Ensembl’s Mus 
musculus reference transcriptome using release 97. Only cells which passed previously 
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described preprocessing steps were kept. To infer RNA velocities and predict cell-specific 
trajectories, scVelo version 0.2.3 (Bergen et al. 2020) was used. As described in Bergen et al., 
(2020), velocities were estimated using the dynamical model and the neighborhood graph 
was computed on the PCA representation using 50 components. The velocity graph was 
computed with parameter n_neighbors set to 20. Other parameters were set to default 
values. Per-cell MDS coordinates obtained in TinGa were imported into scVelo to project RNA 
velocities in the same reduced embedding. The 50 genes best fitting scVelo’s model were 
selected and divided into Cell-Cycle, Migration and Immune Functions categories according 
to their function. Finally, figures were obtained by applying the velocity_embedding_stream 
function. 
 
Gene regulatory network inference  
The BRED R package was used to identify regulatory interactions between a list of 
transcription factors (that was identified among the 2,000 HVGs using the database in the 
org.Mm.eg.db R package, and manually curated), and the 2,000 target genes. The scaled 
importances corresponding to these interactions were filtered, and the top 100 interactions 
corresponding to the 8 populations identified in the TinGa trajectory were selected, resulting 
in a gene regulatory network containing 800 interactions. A layout of these inter- actions was 
then generated using Cytoscape. In the resulting gene regulatory network, we define 
modules as groups of target genes linked to one central transcription factor. 
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SUPPLEMENTARY FIGURES 

 

 
 
Figure S1: Slingshot trajectory, Related to Figure 1. (A, B) Visualisation of the cells in a 2D space 
computed by principal component analysis. (A) The cells were colored according to the two 
experimental time points 4.5 and 7 days post LCMV-Armstrong infection. (B) Slingshot recovered a 
linear trajectory that is represented by a black directed line. Numbers along the trajectory are used as 
milestones. (C) Heatmap of the 40 main genes that were associated with the Slingshot trajectory. The 
genes are represented in rows and the cells are represented in columns, re-ordered along the 
trajectory. The trajectory milestone structure is reported at the bottom of the heatmap as a visual 
support, and the cluster associated colours are represented at the top of the heatmap. Gene 
expression is depicted from low (blue) to high (red) values in the heatmap. (D)Trajectory identified by 
Slingshot using the top 10 percent (= 1300) of the most highly variable genes instead of the 2000 HVGs 
described in this paper. 
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Figure S2: TinGa trajectory, Related to Figure 1. (A) Heatmap of the 40 main genes that were associated 
with the TinGa trajectory. The genes are represented in rows and the cells are represented in columns 
and are ordered along the TinGa trajectory. The three branches of the trajectory can be identified with 
milestone colours on top of the heatmap and numbers at the bottom of the heatmap. Gene expression 
is depicted from low (blue) to high (red) values in the heatmap. (B) Trajectory identified by TinGa when 
the top 10 percent (= 1300) of the most highly variable genes instead of the 2000 HVGs used in (A) and 
other figures. 
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Figure S3: Trajectory dynamics and selected-genes expression along the trajectory, Related to Figure 
2 and Table S1 and S2. (A) Left panel: Differential expression analysis between two clusters of cells in 
the same phase of the cell cycle along the TinGa trajectory. Only the genes that are shared between 
the phases of the cycle were kept. The genes over-represented in paired neighbour-cluster 
comparative analyses are listed. Right panel: expression of some representative genes was highlighted 
on the TinGa trajectory. (B) Velocities were calculated using the top 50 genes best fitting the dynamical 
model. (C) Illustration of the genetic dynamics of 3 immune function-related genes. Top row: scVelo’s 
dynamical model fitting on the spliced and unspliced counts. Middle row: velocity vectors obtained for 
each cell on a single gene, positive (green) values indicate cells moving towards regions of higher 
expression, negative (red) values indicate cells moving towards lower expression. Bottom row: First 
moment (‘Ms’ matrix) of expression levels (spliced counts) for each cell across its nearest neighbours 
(local mean) for the indicated gene. 
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Figure S4: Ybx1 gene module heatmap along TinGa’s trajectory represented as explained in the legend 
to Figure S1, Related to Figure 3. Two different groups of genes can be identified. Genes at the top of 
the heatmap are enriched at the beginning of the trajectory and are involved in RNA and protein 
synthesis. Genes at the bottom of the heatmap are expressed at the end of the trajectory (in clusters 
6 and 8) and code for immune receptors. 
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Figure S5: Spi1 gene module heatmap along TinGa’s trajectory represented as explained in the legend 
to Figure S1, Related to Figure 3. 
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Figure S6: Tcf7/Id2/Phb2 gene module heatmap along TinGa’s trajectory represented as explained in 
the legend to Figure S1, Related to Figure 3. 
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Figure S7: Analysis of the memory precursor potential of cells, Related to Figure 4 and Table S3. (A) 
The cell-cycle distribution of cluster-1-cells and their sampling time. (B) Volcano plot of the genes that 
were differentially expressed between cluster 1 and cluster 2. The genes that showed a fold-change < 
-2 or > 2 are represented by black dots. The genes associated with a type 1 IFN signature are colored 
in red and the genes that are associated with an effector signature are colored in blue. (C) Four genes 
were differentially expressed in cluster 1 compared to the rest of the cells. The p-values, averaged log 
fold-changes and the adjusted p-values are reported in this table. Positive values of averaged log fold-
changes indicate that the feature is highly expressed in the cluster 1. (D) Tpcm signature (Pais Ferreira, 
et al. 2020) enrichment in each cluster along TinGa’s trajectory. The percentage of cells enriched in the 
signature in each cluster is indicated. AUC: area under the curve. (E) The cells enriched in the Tpcm 
signature were represented on the TinGa map and colored according to their cluster of origin. The 
number of cells in each cluster is indicated.  
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Figure S8: TinGa trajectory inference and memory precursors enrichment on Kurd et al.,’s dataset, 
Related to Figure 4 and Table S3. (A) The TinGa algorithm applied on the Kurd et al., dataset identifies 
a branching trajectory. (B) All cells were colored according to their sampling day (4, 5, 6, 7 and 10 post 
LCMV-Armstrong infection) along the TinGa trajectory. (C) All cells along the TinGa trajectory were 
colored according to their cell cycle phase. (D) MP cells colored by clusters along the TinGa trajectory. 
The number of MP cells per cluster is given in the legend. (E) MP cell count for each sampling day and 
their cell cycle phase association. 
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Figure S9: BrdU+ CD8 T cells analysis in pulse/ chase, Related to Figure 5. (A) Gating strategy for the 
identification of F5 CD44+ BrdU+ cells. (B-E) FACS plots showing the fraction of endogenous (CD8+ 
CD45.1-) and F5 (CD8+ CD45.1+) T cells (B-D) and of BrdU+ CD44+ CD8 T cells (C-E) determined in pulse 
(B-C) or in chase (D-E) in the indicated organs. Data are representative of 3 independent experiments. 
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Figure S10: Phenotype of BrdU positive F5 memory cells generated on day 4 or 7, Related to Figure 6 
and Table S4. (A-B Expression of the indicated markers by BrdU+ F5 memory cells labelled on day 4.5 
and 7 with BrdU in dLN (A) and in spleen (B). (C) Gating strategy for the identification of antigen-specific 
endogenous memory CD8 T cells. *p < 0.05 (Mann-Whitney test). Data are represented as mean ± SD 
and are representative of 2 independent experiments. 
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2. Article 2 – Impact de l’IL-2 exogène sur la génération des précurseurs de la 
mémoire à des étapes précoces post-activation des LT CD8 in vitro  

 
Pour la seconde partie de mes recherches, j’ai collaboré avec Shaoying Wang, une 

doctorante dans l’équipe. Ce travail a consisté a étudié l’impact de l’IL-2 exogène (IL-2ex) sur 
la différenciation des précurseurs de la mémoire à des étapes précoces post-activation. En 
effet, cette cytokine a un rôle essentiel pour l’acquisition des fonctions effectrices et sur le 
développement des cellules mémoires. Ainsi, S. Wang a mis au point un modèle in vitro dans 
lequel les LT CD8 naïfs ont été activés en présence de cellules dendritiques maturées avec du 
CpG et présentant le complexe CMH-I/peptide NP68-(366-374) aux LT avec ou sans ajout d’IL-
2 exogène (IL-2ex). Les LT CD8 ont ainsi été analysés entre 3 et 5 jours après activation.  

 Les résultats ont montré que l’IL-2ex permettait l’augmentation de l’expression de 
CD25, la chaine 𝛼 du récepteur à l’IL-2, d’EOMES ainsi que de Bcl2 et régulait à la baisse 
l'expression de TCF1. Le transfert des LT CD8 après 4 jours d’activation dans des souris 
infectées par le VV a montré, qu'elles soient supplémentées en IL-2 ou non, que les cellules 
avaient une capacité similaire à participer à une réponse immunitaire en cours et ont généré 
des LT mémoires avec un phénotype similaire. A l’inverse, transférées dans des hôtes naïfs, 
les LT CD8 activés en présence d'IL-2ex généraient une fréquence plus élevée de cellules 
mémoires qui présentaient des traits de mémoires fonctionnels accrus tels que l'expression 
d'intégrines ou la production de cytokines. Afin d’étudier les différences transcriptionnelles 
que l'IL-2ex pourrait médier au cours de l'activation in vitro, nous avons réalisé un scRNA-seq 
sur les LT CD8 activés après 3, 4 et 5 jours in vitro. Les analyses bio-informatiques ont montré 
que les programmes transcriptionnels des LT CD8 supplémentés ou non avec de l’IL-2 
divergeaient à partir de 4 jours après activation. A partir de 4 jours d’activation, les cellules 
cultivées sans IL-2ex acquéraient rapidement une signature précurseur de la mémoire, alors 
qu'en présence d’IL-2, elles adoptaient principalement une signature de LT effecteurs. Ainsi, 
dans l'ensemble, notre étude a montré que l'IL-2ex retardait la transition précoce des LT CD8 
activés en cellules précurseurs de la mémoire leur permettant d'acquérir des fonctions 
effectrices qui sont « imprimées » dans les cellules mémoires qu'elles génèrent. 
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Abstract 
The encounter of naive CD8 T cells with antigen presenting cells triggers their activation, 

proliferation and differentiation up to the memory state. To evaluate the impact of exogenous 
IL-2 (ex-IL-2) on memory precursors differentiation, we have set-up an in vitro model of CD8 

T cell activation. Our findings indicate that the initial cellular concentration of responding CD8 

T cells determines their dependency on IL-2. Indeed, ex-IL-2 only impacts the number of 

activated CD8 T cells generated when they are seeded at a low concentration. However, in all 

culture conditions ex-IL-2 enhances the expression of CD25, EOMES and Bcl2. To assess the 
capacity of the in vitro activated CD8 T cells to participate in an ongoing effector response or 

to directly differentiate in memory cells we have transferred in vitro activated CD8 T cells in 
either virus infected or naive mice. When transferred in virus infected mice, whether IL-2 
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supplemented or not, activated CD8 cells showed a similar ability to participate in an ongoing 

immune response and they gave rise to memory cells with a similar phenotype. In contrast, 
when transferred in a naive host, CD8 T cells activated in the presence of ex-IL-2 generated a 

higher frequency of memory cells that displayed increased functional memory traits such as 

integrins expression or cytokines production. Finally, a single-cell transcriptomic analysis of in 
vitro activated CD8 T cells indicates that, in the absence of ex-IL-2, activated CD8 T cells rapidly 
acquire a memory precursor signature, while in its presence they mainly adopt an effector 

CD8 T cell signature. Overall, our study shows that ex-IL-2 delays the early transition of 

activated CD8 T cells into MP cells, allowing them to acquire effector functions that are 
imprinted in the memory cells they generate.  These findings may help design optimal culture 

conditions for the generation of therapeutic CAR-T cells. 

Key words: CD8 T cell, exogenous IL-2, memory precursors 

 

Introduction 
After antigen encounter during an acute infection, naive CD8 T cells are activated and 

differentiate into antigen-specific effector T cells that proliferate and eradicate the pathogen. 
The majority of effector cells then die by apoptosis, however, a small fraction survives and 

gives rise to long-lived memory cells able to mount a recall response (Williams and Bevan, 
2007). Optimal activation of naive CD8 T cells requires 3 signals which are T cell antigen 

receptor (TCR) activation, co-stimulation signal and inflammatory cytokines (Williams and 

Bevan, 2007). Besides these signals, IL-2 has a central role in cellular proliferation, 

differentiation and survival of CD8 T cells (Kalia and Sarkar, 2018). IL-2 is a member of the 
common cytokine-receptor γ-chain (γc) family and its receptor is formed by CD25 (IL-2Rα), 

CD122 (IL-2Rβ) and CD132 (IL-2Rγ) (Boyman and Sprent, 2012; Shourian et al., 2019). IL-2 

signals through STAT5 and phosphoinosited-3-kinase (PI3K)-AKT pathway (Boyman and 
Sprent, 2012; Crompton et al., 2014; Kalia and Sarkar, 2018). Dendritic cells (DCs) and CD4 T 

cells are essential for the proliferation and the generation of efficient memory CD8 T cells 
(Borst et al., 2018; Kalia and Sarkar, 2018).  

The role of IL-2 in the activation of CD8 T cells and their differentiation in memory cells has 

been extensively studied (Feau et al., 2011; Kahan et al., 2022; Kalia et al., 2010; Krämer et al., 
1994; Pipkin et al., 2010; Redeker et al., 2015; Williams et al., 2006). IL-2 is essential for the 

generation of functional memory CD8 T cells.  Indeed, when CD25-KO CD8 T cells are activated 

in vivo, their primary response is similar to CD25-WT CD8 T cells as is the number of memory 

cells generated. However, the CD25-KO memory cells are non-functional and unable to mount 
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an effective recall response (Pipkin et al., 2010; Williams et al., 2006). IL-2 is produced by both 

CD4 and CD8 T cells. The role of CD8-derived IL-2 has been shown to be critical for CD8 
differentiation, as IL-2 deficiency in CD8 T cells but not CD4 T cells impeded the generation of 

functional memory CD8 T cells (Feau et al., 2011). Similarly, enforced expression of IL-2 by CD8 

T cells increased their expansion capacity to primary and secondary viral challenge (Redeker 

et al., 2015).  

The essential role of CD8-derived IL-2, in the generation of memory CD8 T cells, has recently 

been confirmed by tracing the fate of IL-2-producing CD8 T cells in vivo. Indeed, over the 

course of an infection, not all CD8 T cells produce IL-2 and it was found that IL-2 producing-
CD8 T cells are more prone to differentiate in memory cells (Kahan et al., 2022). 

However, the role of IL-2 is ambivalent as too much IL-2 signaling seems to counteract the 

capacity of CD8 T cells to differentiate in memory cells (Kalia and Sarkar, 2018). Indeed, Kalia 
et al, using the CD25 expression level as an indicator of the IL-2 signaling strength received by 

CD8 T cells responding to a viral infection, have shown that CD25-high CD8 T cells tend to 

differentiate in terminal effector cells, while CD25-low cells give rise to memory cells (Kalia et 
al., 2010),  indicating that a strong IL-2 stimulation drives CD8 T cells towards terminal effector 

differentiation. These results are in line with experiments showing that high IL-2 

concentrations promote the expression of the effector molecules perforin and granzyme B 
(Pipkin et al., 2010). 

The timing of exogenous IL-2 signaling could also impact CD8 T cell differentiation. Indeed, 

after DC immunization, in vivo, administration of IL-2-complexed with an anti-IL-2 antibody 

early (days 1-3) or late (days 4-6) after priming enhances memory cell formation or promotes 

CD8 T cell terminal effector cell differentiation respectively (Kim et al., 2016). 

The number of responding cells is another parameter that can influence CD8 T cell 

differentiation. Particularly, CD8 T cells tend to differentiate into central memory cells (TCM) 
in adoptive transfer experiment when a high number of naive CD8 T cells is transferred 

(Badovinac et al., 2007; Marzo et al., 2005; Obar et al., 2008). Similarly, the generation of 

CD44+CD62L+ precursors of central memory cells (pTCM) is promoted when naive CD4 T cells 
are cultured at a high density (Polonsky et al., 2018). 

T-cell-transfer-therapy such as CAR-T cells (chimeric antigen receptor–T cell) have been a 

remarkable achievement in anticancer immunotherapy. The generation of these cells from 
patient T cells requires their activation and expansion ex-vivo. This is usually done by activating 

cells in culture with anti-CD3, supplemented with IL-2 to support T cell expansion. The robust 
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proliferation and survival of therapeutic T cells in vivo are regarded as critical indicators of 

clinical response in patients with B-cell malignancies and solid tumors (Collinson-Pautz et al., 
2019; Sengupta et al., 2018; Yeku et al., 2017). However, a significant fraction of patients 

relapses after immunotherapy or is refractory to the treatment. The quality of T cells that are 

transferred is one of the limiting factors that has been identified (Hinrichs et al., 2009). 

Experiments in preclinical models have shown that the degree of differentiation of CD8 T cells 
used to prepare the therapeutic T cells inversely correlated with the magnitude of tumor 

rejection (Gattinoni et al., 2005; Gattinoni et al., 2011; Hinrichs et al., 2009). The cytokines 

used to support in vitro T cell proliferation also influence the quality of T cells that are 
generated (Shourian et al., 2019). Hence, one of the potential improvements in the generation 

of therapeutic T cells is the definition of culture condition that will generate T that are efficient 

in killing tumor cells and that will persist as memory cells once transferred in vivo. 

In these contexts, we have reexamined the impact of exogenous IL-2 (ex-IL-2) on the activation 

and the generation of memory precursor CD8 T cells in vitro. We show that the cellular 

concentration of responding CD8 T cells determines the dependency on ex-IL-2 for their 
optimal expansion. We assessed the capacity of these in vitro activated CD8 T cells to 

differentiate into memory cells either directly after adoptive transfer in naive recipients or 

following in vivo re-stimulation in virus infected mice. We found that ex-IL-2 promotes direct 
differentiation into memory of a larger fraction of activated CD8 T cells when transferred in 

naive mice. However, it does not change the differentiation into effector and memory cells in 

the viral environment. We characterized transcriptional changes occurring over the course of 
in vitro activation and performed single-cell RNA-seq. We found that the transcriptional 

program of CD8 T cells activated with or without ex-IL-2 was similar on day 3 and only started 

to diverge from day 4 onwards. Indeed, the majority of CD8 T cells activated in the absence 

ex-IL-2 acquires a quiescent-cell gene expression profile and a significant fraction adopted a 
gene expression signature associated with memory precursor cells. In contrast, cells activated 

with ex-IL-2 maintained a cycling-cell gene expression profile and acquired a gene expression 

signature associated with effector functions. Overall, these results indicate that ex-IL-2 delays 
the transition into memory precursors and is essential for the acquisition of effector function.  

 

 

 

Results 
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Impact of exogenous IL-2 on the in vitro activation of CD8 T cells 

To characterize the impact of exogenous IL-2 (ex-IL-2) on CD8 T cell priming, naive F5 CD8 T 
cells labelled with CTV were activated with NP68-loaded DCs in the presence or absence of ex-

IL-2. We measured cell division and characterized the phenotype of CD8 T cells at different 

time points following activation. The strategy to gate divided CD8 T cells is described in Figure 

S1A. Ex-IL-2 had no impact on the number of divided cells recovered 4, 5 and 6 days after 
activation (Figure 1A). In agreement with these results, the number of performed divisions 

and the level of the Ki67 proliferation marker expression by divided CD8 T cells were similar 

in the presence or absence of ex-IL-2 (Figure 1B and 1C). Furthermore, ex-IL-2 had no impact 
on the increased CD8 T cell glucose uptake that follows activation (Figure S1B).  Increasing the 

dosage of IL-2 from 11.5 ng/ml to 34.5 ng/ml using two different sources of IL-2 did not 

influence the number of divided CD8 T cells nor CD25 expression (Figure S1C). These results 
were not due to the usage of TCR transgenic CD8 T cells as similar results were obtained with 

non-transgenic polyclonal CD8 T cells from C57BL/6 mice following their activation with anti-

CD3 and anti-CD28 beads (Figure S1D). CD8 T cells produce IL-2 following antigenic stimulation 
(Figure S1E), suggesting that, in our conditions, intrinsic IL-2 (int-IL-2) might be sufficient to 

sustain the initial CD8 T cells proliferation. From day 3 onwards, ex-IL-2 did however impact 

activated CD8 T cells as it was able to maintain an increased expression of CD25, EOMES and 
Bcl2 (Figure 1D and E) and the phosphorylation of AKT and STAT5 in activated CD8 T cells 

(Figure 1F). These findings suggested that although ex-IL-2 impacts the expression of 

transcription factors, and bcl2 and maintains the phosphorylation of AKT and STAT5, it does 
not affect the initial proliferation nor the number of activated CD8 T cells recovered after 4 

days of activation. 
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Figure 1. ex-IL-2 impacts the phenotype but not the proliferation of in vitro activated CD8 T cells. 

1.5x105 magnetically purified naive F5 CD8 T cells labelled with CTV were cultured with CpG-matured, 
peptide-loaded cDC at a ratio of cDC:CD8 = 1:10, in the presence or absence of ex-IL-2.  

A. The number of divided CD8 T cells was determined on day 4, 5 and 6.  
B. CD8 proliferation in the presence (red) or absence (black) of ex-IL-2 was analyzed after 4 days by CTV 
dilution and represented as overlay histogram.  

C. Mean of fluorescence intensity (MFI) of Ki67 was measured on divided cells after 4 days. D. Expression 
of CD25, EOMES and Bcl2 by divided CD8 T cells was analyzed 4 days after activation. Representative 

histograms of cells cultured in the presence (red) or absence (black) of ex-IL-2 is shown (D).  
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E. Kinetics of the percentage of EOMES+ and CD25+ cells, as well as the level of Bcl-2 expression by divided 

CD8 T cells.   
F. Expression of pAkt and pSTAT5 by divided CD8 T cells were analyzed 4 days after activation (right panel). 
Representative histograms of cells culture in the presence (red) or absence (black) of ex-IL-2 are shown (left 

panel).  
The results are representative of 6 independent experiments. The statistical significance of differences was 

determined by the student t-test (****p<0.0001). 

 

Impact of responding CD8 T cell concentration on the dependency of ex-IL-2 
 

A number of studies showed that the local responding-T-cell density can modulate T cell 

differentiation (Badovinac et al., 2007; Marzo et al., 2005; Obar et al., 2008; Polonsky et al., 
2018). Therefore, we investigated the impact of ex-IL-2 on the proliferation and differentiation 

of CD8 T cells activated at different cellular densities. The CD8 T cell concentration at the start 

of the culture was decreased by 3-fold and 10-fold while maintaining a DC/T ratio of 1/10.  To 
compare the different culture conditions, we calculated the proliferation index per 100 cells. 

Decreasing the CD8 T cell density reduced the cell proliferation index in presence, as well as 

in the absence of ex-IL-2, indicating a degree of cellular cooperation independent of IL-2 
(Figure 2A). However, ex-IL-2 was able to increase the number of divided CD8 T cells recovered 
4 days after activation, in a cell density-dependent manner, low density-cultured cells being 

especially sensitive to ex-IL-2. To test if the decrease in the proliferation index was due to a 
decrease survival of cells when grown at low density, we performed the same experiment 
adding an excess (3x105) of C57BL/6J splenocytes to the culture. When grown at low density, 

a similar decrease in the CD8 T cell proliferation index was observed and ex-IL-2 was able to 
enhanced their proliferation (Figure S2A). This suggests that the ex-IL-2 dependency at low 

cell density was determined by the number of responding cells rather than the number of total 

cells in the environment. At lower cell densities, ex-IL-2 increased the number of cells in each 
division but dividing cells performed on average the same number of divisions (Figure 2B).  

However, the presence of non-transgenic splenocytes increased the number of divisions at all 

cell densities regardless of the addition of ex-IL-2 (Figure S2B). Interestingly, this was not due 
to an increase in the production of intrinsic IL-2 since the IL-2 concentration was lower in the 

presence of feeders (Figure S2C). The reduction of cell density or the addition of non-

transgenic splenocytes did not influence the effect of ex-IL-2 on the expression of Bcl2 or CD25 
(Figure 2C and S2D). In agreement with what has been observed for CD4 T cells (Polonsky et 

al., 2018), the expression of CD62L decreased as cell density decreased (Figure 2D).  
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In conclusion, the activation of CD8 T cells is highly dependent on cellular cooperation and the 

cellular density of responding cells in the culture influences the dependency on ex-IL-2. 

Figure 2. Lower CD8 cellular concentration strongly increases the dependency on ex-IL-2. 

1.5x105, 5x104 or 1.5x104 purified naive F5 CD8 T cells labelled with CTV were cultured with CpG-matured, 
peptide-loaded cDC at a ratio of cDC:CD8 = 1:10, in the presence or absence of ex-IL-2 for 4 days.  

A. The number of divided cells was measured and the proliferation index was determined as [(the number 
of divided cells/ the initial number of CD8 T cells) *100]. 

B. CD8 proliferation in the presence (red) or absence (black) of ex-IL-2 was analyzed after 4 days by CTV 
dilution and represented as overlay histogram. 

C. Expression of CD25 and Bcl2 by divided CD8 T cells was measured. 
D. Expression of CD62L by CD8 T cells activated at different concentrations with ex-IL-2.   
The results are expressed as the mean of triplicates ± SD and are representative of 3 independent 

experiments. The statistical significance of differences was determined by the student t-test in A, C and 
one-way ANOVA Friedman test in D (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
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Ability of in vitro activated CD8 T cells to differentiate into effector and memory cells in vivo 

To evaluate the capacity of in vitro activated CD8 T cells to participate in the antiviral immune 
response and therefore, to differentiate into effector and memory cells, we sorted F5 CD8 T 

cells after 4 days of activation in the presence or absence of ex-IL-2 and transferred them into 

C57BL/6J mice challenged with vaccinia virus (VV) 4 days earlier (Figure 3A). On day 8 post-

activation similar numbers of effector cells were recovered in the blood whether cells had 
been activated with or without ex-IL-2 (Figure 3B). Similarly, after 32 days, F5 CD8 T cells 

activated with or without ex-IL-2 gave rise to similar numbers of memory CD8 T cells (Figure 

3C). This was even true when cells were cultured at low density, a condition where they 
depend more on ex-IL-2 (Figure 2). Next, we analyzed the phenotype of the memory cells 

generated. To be able to do this, we transferred higher numbers of in vitro-activated F5 cells. 

The presence of ex-IL-2 during priming did not influence the expression of CD62L, NKG2D or 
integrins essential for tissue migration such as CD29, CD49a and CD49d (Figure 3D). Moreover, 

memory cells predominantly adopted a CD27+ CD43- phenotype, which was found to be 

associated with better recall responses (Hikono et al., 2007), following both priming 
conditions (Figure 3E). Finally, F5 memory cells restimulated with NP68 peptide produce 

similar levels of IFN-γ and CCL5 whether ex-IL-2 was added in the in vitro cultures or not.  

In summary, these results indicate that cells activated with and without ex-IL-2 have a similar 
potential to participate in primary immune response and differentiate into memory cells.  
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Figure 3. Cells activated with and without ex-IL-2 have a similar potential to participate in an ongoing 
immune response. 

A-F. CTV-labelled purified naive F5 CD8 T cells, at a concentration of 1.8x107/30ml (B; D-F) or 1.5x105/250 
𝜇l or 3x104/250 𝜇l (C), were cultured with CpG-matured, peptide-loaded cDC at a ratio of cDC:CD8 = 1:10 
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for 4 days. Divided CD8 cells were sorted by flow cytometry and 1x106 (B; D-F) or 2x104 (C) cells were 

adoptively transferred into vaccine virus infected C57BL/6J mice (4 days post-infection).  
A. Outline of the experimental scheme. 
B-C. The number of TCR Vβ11+ F5 CD8 T cell was determined in the blood on day 8 (B) and in the spleen on 

day 32 after activation (C). 
D. The expression of CD62L, NKG2D, CD29, CD49d and CD49a was analyzed on TCR Vβ11+ F5 CD8 T cells 

from spleen on day 32 and represented as histogram. 
E. The expression of CD43 and CD27 was analyzed on TCR Vβ11+ F5 CD8 T cells from spleen on day 32. 

Representative histograms and individual percentages of CD27+CD43- and CD27+CD43+ cells are depicted. 
F. On day 32, 3x106 splenocytes were stimulated with NP68 (10nM) for 4 hours. The expression of IFN-γ and 
CCL5 by F5 CD8 T was analyzed by flow cytometry.  

Results are representative of 4 independent experiments (n= 4 mice per group). The statistical significance 
of differences was determined by the student t-test (ns = p ≥ 0.05, *p<0.05). 

 

Ability of in vitro activated CD8 T cell to differentiate directly into memory cells in vivo 

 

To further explore the impact of ex-IL-2 during the primary response on memory cells 
generation, we next adoptively transferred F5 CD8 T cells activated with and without ex-IL-2 

for 4 days into naive C57BL/6J mice (Figure 4A). In this context, in vitro activated CD8 T cells 

are not further stimulated by infection associated inflammation or antigen, they only receive 
homeostatic survival signals. The number and phenotype of F5 CD8 T cells recovered from the 

spleen were analyzed 32 days post-activation. We found that the addition of ex-IL-2 during 
priming increased the number of F5 CD8 T cells whether initially activated at low or high 

density (Figure 4B). Cells activated with ex-IL-2 further differentiated into CD27+ CD43+ 

memory cells while they predominantly adopt a CD27+CD43- phenotype in the absence of ex-

IL-2 during priming (Figure 3C). Furthermore, the presence of ex-IL-2 during priming resulted 
in higher expression of CD29, CD49a, CD49d and NKG2D (Figure 4D) but did not impact CD62L 

expression. Finally, cells activated with ex-IL-2 produced more IFN-γ and expressed higher 

level of CCL5 following NP68 restimulation (Figure 4E). 

Overall, these results indicate that the presence of ex-IL-2 during priming in vitro promotes, 

after transfer in naive hosts, the generation of more memory CD8 T cells that displays 

increased memory traits. 
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Figure 4. ex-IL-2 promotes direct in vivo memory differentiation of in vitro activated cells. 
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A-E. CTV-labelled purified naive F5 CD8 T cells at a concentration of 1.8x107/30ml (C-E) or 1.5x105/250 𝜇l 

or 3x104/250 𝜇l (B) were cultured with CpG-matured, peptide-loaded cDC at a ratio of cDC:CD8 = 1:10 for 4 
days. Divided CD8 cells were sorted by flow cytometry and 1x106 (C-E) or 2x104 (B) cells were adoptively 
transferred into naive C57BL/6J mice.  

A. Outline of the experimental scheme. 
B. The number of TCR Vβ11+ F5 CD8 T cell was determined in the spleen on day 32 after activation. 

C. The expression of CD43 and CD27 was analyzed on TCR Vβ11+ F5 CD8 T cells from spleen on day 32. 
Representative histograms and individual percentages of CD27+CD43- and CD27+CD43+ cells are depicted. 

D. The expression of CD62L, NKG2D, CD29, CD49d and CD49a was analyzed on TCR Vβ11+ F5 CD8 T cells 
from spleen on day 32 and represented as histogram. 
E. On day 32, 3x106 splenocytes were stimulated with NP68 (10 nM) for 4 hours. The expression of IFN-γ 

and CCL5 by F5 CD8 T was analyzed by flow cytometry.  
Results are representative of 4 independent experiments (n= 4 mice per group). The statistical significance 

of differences was determined by the student t-test (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 

 

Single-cell RNA-sequencing of in vitro activated CD8 T cell with or without ex-IL-2 
 

To investigate the transcriptional differences and changes that IL-2 could mediate over the 
course of in vitro activation, we performed single-cell RNA-sequencing (scRNA-seq) on F5 CD8 
T cells activated with or without ex-IL-2. Cells were collected  3, 4 or 5 days after activation 

and naive cells were sorted as control. UMAP and clustering analysis partitioned cells into 10 
clusters (Figure 5A). Cells collected on day 3 whether grown with or without ex-IL-2 were 
partitioned in similar proportion between cluster 2 and 3, indicating a similar gene expression 

pattern.  Interestingly, Cluster 2 was enriched in genes related to regulation of growth and 

apoptosis (Gadd45b, Ddit3) and were based on their gene expression associated with the G1 
phase of the cell cycle. In contrast, cluster 3 expressed genes associated with early activation 

and differentiation (Srm, Ybx3), and cell cycle (Tuba4a, Pclaf, Top2a) and where likely in cycle 

(Figure S3A, B and C). The transcriptional programs of CD8 T cells activated with and without 
ex-IL-2 diverged from day 4 onwards with the majority of CD8 cells activated with ex-IL-2 

accumulating in cluster 1 and 4, while cells activated without ex-IL-2 where mainly found in 

cluster 6 and 0 (Figure 5A and B). We observed that clusters 1 and 4 expressed genes 

associated with cell division (Top2a, Pclaf, Mki67) and were classified as in cycle (Figure S3A-

C). Conversely, cells in cluster 0 completely downregulated these genes and were classified in 

G1 indicating that in absence of ex-IL-2 CD8 T cells acquired a quiescent state more rapidly.  

We next performed a gene set enrichment analysis (GSEA) using the memory precursors (MP) 

gene signature from Yao, et al. (Yao et al., 2019) and a terminal effector (TE) signature from 

Kanbar, et al. (Kanbar et al. 2022). The MP signature was expressed by a large fraction of the 

cells in cluster 0, approximately 40% of the cells (Figure 5C-D) while the effector signature 
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showed a strong enrichment in clusters 1, 3, 4, 6, 7 and 9 (Figure 5E-F). Cluster 3 and 6 

contained a significant fraction of CD8 T cells activated in the absence of ex-IL-2 (Figure 5B) 
suggesting that a fraction of these cells develop effector functions. Our previous results 

suggested that following activation memory precursor cells could derive from bipotent cells 

that retain MP potential while developing effector functions (Todorov et al. 2022). In order to 

identify cells with such a profile, we searched for cells that expressed the combined MP and 
TE signatures. Cluster  1, 4 and 6 were enriched in cells expressing both signature  with cluster 

6 containing the largest fraction (about 70%) and cluster 1 and 4 containing  a significant 

fraction with about 24% of positive cells in each cluster (Figure S3D-E). To further define the 
dynamics of cell differentiation between the different clusters, the RNA velocities of cells were 

determined by applying the scVelo algorithm and were projected onto the UMAP (Bergen et 

al. 2020). Globally, this analysis revealed two RNA trajectory dynamics with a first trajectory 
of differentiation starting from day 3 cells in cluster 2, passing through cluster 3 and leading 

to clusters 1 and 4 which contain cells activated in presence of ex-IL-2  (Figure S3F). The second 

trajectory of differentiation also started from cluster 2, passing through cluster 8 and finishing 
in cluster 0 that contained CD8 T cells activated without ex-IL-2 and was enriched in cells 

expressing the MP signature. The scVelo trajectory projection corresponds to the average RNA 

velocities of cells within a given location/cluster. To determine if cells activated with or 
without ex-IL-2 had the same dynamics along the trajectories, we projected their RNA velocity 

independently on the UMAP (Figure 5G-H). Interestingly,  CD8 T cells activated in the absence 

of ex-IL-2 could follow two paths from day 3 onwards a small fraction became effector 
(clusters 3, 1 and 4) with some of them then moving towards MP cells while a larger fraction 

directly moved towards quiescent MP cells (cluster 0) (Figure 5G). Conversely, CD8 T cells 
activated in the presence of ex-IL-2 mainly followed an effector differentiation trajectory 

towards cluster 1 and 4 with a few cells in cluster 1, 4 and 6 being directed towards cluster 0 
that is enriched in MP cells (Figure 5H).  

 

In summary, in absence of ex-IL-2, CD8 T cells started acquiring quiescent memory precursor 
traits from 4 days in culture while in the presence of ex-IL-2 they strongly adopted an effector 

transcriptional program.  
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Figure 5. scRNA-seq shows that absence of ex-IL-2 during in vitro activation allows the development of 

cells with a memory precursor phenotype, while cells cultured with ex-IL-2 display effector traits.  
A. UMAP projection of cells sorted on day 0, 3, 4 and 5 after activation with or without ex-IL-2 and colored 

according to cluster identification by Seurat cluster.  
B. Left : UMAP projection of cells as in A colored according to the experimental time points and conditions 

of culture (+/- ex-IL-2). Right :Percentages of cells from each experimental conditions in each cluster. 
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C-E. Memory precursor (C)  and terminal effector (TE) (E) signature enrichment per cluster. The dotted line 

represents the threshold above which, cells are considered as memory precursors. The legend indicates the 
percentage of memory precursor cells in each cluster. AUC: area under the curve. 
D-F. The cells with a memory precursor (D)  or a terminal effector (TE) (F) signature were represented on 

the UMAP.  
G-H. RNA velocities are projected onto the UMAP of cells without exIL-2 (G) or with exIL-2 (H). Colors are 

the same as in B. 
 

 

Discussion 
IL-2 is regarded as a growth factor driving the proliferation and expansion of T cells  (Cheng et 

al., 2002; Cousens et al., 1995; Smith, 1988). In this paper, we showed that exogenous IL-2 is 

dispensable for CD8 T proliferation, in vitro, when cells are cultured at a high density. Still 

increased expression of IL-2 target genes such as CD25 and Bcl-2 and sustained 
phosphorylation of STAT5 and AKT were observed when CD8 T cells were cultured in the 

presence of ex-IL-2, indicating a good degree of IL-2 responsiveness of the cells. Addition of 
ex-IL-2 was associated with a better CD8 expansion only when cells were cultured at low 

density. Interestingly, we observed a better differentiation toward a central memory 

phenotype when CD8 cells are cultured at higher density, similarly to what has been described 
for CD4 T cells (Polonsky et al., 2018). 

 

Several studies have suggested that the initial encounter and stimulation by antigen is 
sufficient to drive the proliferation and the differentiation program leading to the generation 

of effector and memory CD8 T cells (Kaech and Ahmed, 2001; Kalia et al., 2006; Mercado et 

al., 2000; van Stipdonk et al., 2001; Williams and Bevan, 2007). Naive CD8 T cells that have 
been activated for a brief period could continue expand and differentiate in the absence of 

further stimulation in an autopilot process (van Stipdonk et al., 2001).  Here, we showed that 

CD8 T cells activated in the absence of ex-IL-2 indeed proliferated in vitro to the same extent 
as cells activated with ex-IL-2, and this even when activated at low density. This is in 

agreement with previously published data showing that, in vivo, IL-2 knockout and IL-2Rα 

knockout CD8 T cells performed the same number of divisions compared to wild-type CD8 T 
cells in a context of viral or tumoral immunization (D'Souza and Lefrancois, 2003). Moreover, 

F5 CD8 T cells activated in the absence or presence of ex-IL-2 were functional and able to 

participate to an ongoing immune response against vaccinia virus expressing NP68. 
Furthermore, they gave rise to memory CD8 T cells with identical phenotypes and function.  
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In contrast, when we allowed the in vitro activated CD8 T cells to differentiate directly in 

memory cells by transferring them in naive host, we found that only the memory cells derived 
from cells activated in the presence of ex-IL-2 expressed antigen-induced associated marker 

NKG2D and high levels of integrins important for cell homing to lung tissue, such as CD29, 

CD49a and CD49d (Grau et al., 2018). Memory cells generated from cells activated in the 

absence of ex-IL-2 did not develop these traits. According to CD27 and CD43 markers, Hikono 
et al., have described three populations of CD8 T cells and showed that these markers are 

superior to CD62L to predict the cell capacity to mount a recall response (Hikono et al., 2007). 

Among these 3 subsets, CD27+/CD43- are supposed to display the strongest recall capacity. 
While the presence of ex-IL-2 during priming activation had no influence on the differentiation 

of TCM, we showed that ex-IL-2 reduced the formation of CD27+/CD43- subsets but increased 

the differentiation of CD27+/CD43+ subsets. We also showed that ex-IL-2 increased the ability 
of CD8 memory cells to produce IFN-γ and CCL5. Notably, we recovered more cells following 

adoptive transfer into naive host when CD8 T cells were activated in the presence of ex-IL-2. 

This could be due to the increased Bcl-2 expression that is observed in the presence of ex-IL-
2. Overall, these results indicate that the presence of ex-IL-2 during the in vitro activation did 

not negatively impact the capacity of CD8 T cells to differentiate in memory cells in vivo. This 

is in contrast to previously published work showing that IL-2 could inhibit this capacity, 
however the concentration of IL-2 used was at least 50-fold higher than the one used here 

(Pipkin et al., 2010). 

To further characterize the impact of ex-IL-2 on CD8 T cells we performed single-cell 
transcriptomic analyses on CD8 T cells activated in the presence or absence of ex-IL-2. Our 

results indicate that in the absence of ex-IL-2, a large fraction of CD8 T cells have acquired a 
quiescent memory precursor gene expression signature without having acquired the 

expression of effector genes from day 4. This is in line with the phenotype of memory cells 
generated when these cells are transferred in naive mice. In contrast, when ex-IL-2 is added 

to in vitro cultures, CD8 T cells acquired an effector function transcriptional signature. 

Moreover, they displayed a superior capacity to directly differentiate in memory cells with 
increased memory traits. 

Overall, in vitro, ex-IL-2 is redundant for the initial CD8 T cell expansion, but mainly supports 

the acquisition of effector functions without abrogating the memory differentiation potential 
of activated CD8 T cells.  
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Materials and Methods 
Mice 

C57BL/6J(CD45.2) mice were purchased from Charles River Laboratories (L’Arbresle, France). 
C57BL/10-Tg (Cd2-TcraF5, CD2-TcrbF5)1Kio/AnuApb mice were provided by Prof. D. Kioussis 

(National Institute of Medical Research, London, U.K.) and backcrossed on CD45.1 C57BL/6 
background (Jubin et al., 2012) to obtain F5 TCR [B6/J-Tg (CD2-TcraF5, CD2-TcrbF5)1Kio/Jmar] 
transgenic mice. The F5 TCR recognizes the NP68 peptide from influenza A virus 

(ASNENMDAM) in the context of H2-Db. Mice were bred and housed under SPF conditions in 
our animal facility (AniRA-PBES, Lyon, France). All experiments were approved by our local 

ethics committee (CECCAPP, Lyon, France) and accreditations have been obtained from 

governmental agencies. 
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Virus and reagents 

The recombinant vaccinia virus expressing the NP68 epitope (VV-NP68), was engineered from 
the Western Reserve strain by Dr. D.Y.-L. Teoh, in Prof. Sir Andrew McMichael’s laboratory at 

the Medical Research Council (Human Immunology Unit, Institute of Molecular Medicine, 

Oxford, U.K.). 

Murine rIL-2 produced using the myeloma clone X63-Ag8.653 cell lines transfected with the 
mouse IL-2 gene kind gift from Dr F. Melchers, Basel Institute of Immunology, Basel, 

Switzerland). 

Complete RPMI and DMEM mediums consist of DMEM or RPMI medium (Life Technologies) 
supplemented with 10% FCS, 10 mM HEPES, 50 mg/ml gentamicin, 2 mM L-glutamine (Life 

Technologies). 

Bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs) cultures 

Mice were sacrificed by cervical dislocation and bone marrow progenitors were washed out 

from bones (femurs and tibias).  2x106 cells /ml were incubated in complete RPMI medium 

with 100 ng/ml Flt-3L (Amgen) in 6 well-plates as described in de brito et al, (de Brito et al. 
2011). After 7 days, NP68 peptide (20 nM) with or without CpG 1826 (2 µg/ml, InvivoGen) was 

added and cells were cultured overnight. The fraction of cDC (CD11c+, B220+) was measured 

by flow cytometry and was always > 65%. 

In vitro stimulation 

CD44- naive F5 CD8 T cells CD8 T cells were magnetically isolated from splenocytes of F5 TCR 

transgenic mice by negative selection using a specific CD8a+ T cell isolation kit (Miltenyi Biotec, 

# 130-104-075) and autoMACS® Pro Separator, according to the manufacturer instructions. 

Anti-CD44-Biotine antibody (IM7.8.1, 1ul/1,5x108 cells) was added to the cocktail of biotin-

conjugated monoclonal antibodies. Naive CD8 T cells purity was analysed on FACS LSR Fortessa 

4L and was always > 97%. 

Purified CD8 T cells were stained with CTV (2,5 mM, Thermofisher) according to 

manufacturer’s instruction. 1.5x104 to 1.5x105 CTV labelled-naive CD8 T cells were cultured in 

250 µL complete DMEM medium with respectively 1.5x103 to 1,5x104 NP68-loaded matured 
BMDCs (ratio DC:CD8 = 1:10) for up to 6 days at 37°C in 96 well plate-U bottom plates, in the 

presence or absence of 5% murine rIL-2 supernatant (corresponding to a final concentration 

of 11.5 ng/mL). In some experiment, 3x105 C57BL/6J splenocytes were added or recombinant 
IL-2 (Miltenyi Biotec) was used. 
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For some adoptive transfer experiment, 1.8x107 CTV labelled-F5 were activated with 1.8x106 

NP68-loaded matured BMDCs in the presence or absence of 5% murine rIL-2 supernatant, in 
30 ml in complete DMEM medium T25 flasks for 4 days.  

Naive CD8 T cells (CD44 negative) were isolated from C57BL/6J spleen and stained with CTV 

as described above. 1.5x105 CTV labelled-naive CD8 T cells were cultured in 250 µL complete 

DMEM medium with anti-CD3/CD28 coated beads at a 1 bead: 4 CD8 T cell ratio for 4 days, at 
37°C in 96 well plate-U bottom plates, in the presence or absence of 5% supernatant 

containing IL-2. 

In vivo Memory CD8 T cell generation and Restimulation 

Purified naive CD8 T cells were activated in vitro for 4 days. The divided cells 4-days CD8 were 

sorted by flow cytometry (FACS Aria I, BD biosciences) according to their CD44 expression and 

CTV dilution (see figure S1A). Purity after sorting was >98%. 1x106 or 2x104 sorted cells were 
adoptively transferred by intravenous injection (i.v.) in VV-NP68 infected mice or uninfected 

mice. For immunization, mice were first anesthetized with an intraperitoneal (i.p.) injection of 

Ketamine (1.5 mg)/ Xylazine (0.3 mg) in 150 µL PBS (Phosphate Buffer Saline) and then the VV-
NP68 (2x105 PFU) was intranasally (i.n.) administrated in 20 µL of PBS. Blood was collected 

after 4 days. After 28 days, mice were sacrificed by cervical dislocation. Spleen was harvested, 

mechanically disrupted, and filtered through a sterile 100-mm nylon mesh filter (BD 
Biosciences). Single cell suspensions were then stained for flow cytometry analysis. 

For cytokine production that was detected by flow cytometry, 3x106 splenocytes were 

incubated with 10 nM NP68 peptide for 4h at 37°C in the presence of GolgiStop™ (BD 

Biosciences), according to manufacturer’s instructions. 

Flow cytometry 

In order to count cells, 100 µL of Flow-count fluorospheres (Beckman Coulter) were added 

before staining steps. Cells were first stained with efluor780-coupled Fixable Viability Dye 
(Thermo Scientific) for 15 minutes at 4°C. Cells were then incubated with an Fc receptor 

blocking antibody (2.4G2 hybridoma supernatant) for 10 minutes at 4°C followed by surface 

staining for 30min at 4°C with the appropriate mixture of mAbs diluted in staining buffer (PBS 
supplemented with 1% FCS [Life Technologies] and 0.09% NaN3 [Sigma-Aldrich]). For biotin-

coupled antibody, streptavidin staining was performed for 10min at 4°C. In some experiments, 

cells were incubated in 100 µL RPMI containing 100 µM 2-NBDG (ThermoFisher) for 10 
minutes at 37°C before staining, to analyze glucose uptake. Intracellular staining was 

performed using eBioscience™ Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set kit 
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(Thermofisher) for the analysis of cytokines and transcription factors, or Lyse/Fix and PermIII 

buffers (BD Biosciences) for the analysis of phosphorylated proteins, according to 
manufacturer’s instructions.  

The following antibodies were used: CD8 (53.6.7), CD62L (MEL-14), CD45.1 (A20), CD45.2 

(104), CD11b (M1/70), CD11c (HL3), CD19 (1D3), EOMES (Dan11mag), STAT5 

(47/stat5(pY694)), AKT (55/PKBa/Akt), CD27 (LG.7F9), CD29 (eBioHMb1-1), CD49a (Ha31/8), 
CD49d (R1-2), NKG2D (CX5), TCR Vβ 11(RR3-15), IFN-γ (XMG1.2) from BD Biosciences and 

CD25 (PC61), CD44 (IM7.8.1), Bcl2 (BCL/10C4), CCL5 (2E9) from Biolegend. 

All analyses were performed on a BD Biosciences FACS Fortessa and analyzed with FlowJo 
software 10.7.1 (Tree Star, Ashland, OR). 

Cytokines production measurement (ELISA) 

IFN-γ and IL-2 were measured on culture supernatants using IFN-γ or IL-2 ELISA MAXTM 
Standard Set mouse kit (Biolegend), according to manufacturer instructions. 

Single cell sorting and RNA sequencing 

The scRNA-seq library was generated using Chromium Next GEM Single Cell 3ʹ reagent v.3.1 
with feature barcode technology (10x Genomics) according to the manufacturer’s protocol. 

Briefly, 5x104 naive F5 CD8 T cells were activated in vitro for 3, 4 and 5 days in the presence or 

absence of 5% IL-2. Cells of each experimental conditions were barcoded with hashtag 
oligonucleotides (HTO) antibodies (TotalSeq™-B – Biolegend), were FACS-sorted on an FACS 

Aria I (BD biosciences) and used to generate single-cell gel beads-in-emulsion (GEM). After 

reverse transcription, gel-beads in emulsion were disrupted, amplified by PCR and cDNA 

molecules were size-selected for separate 3’ gene expression and cell surface protein (HTO) 

library construction. On one hand, the gene expression library was fragmented, end repaired 

and sample indexes were added by PCR. On the other hand, sample indexes were added by 

PCR for the HTO library. The purified libraries were pooled at a ratio of 1 HTO library for 4       
3’-gene-expression library and sequenced on a HiSeq X (Illumina) with 1% of PhiX.  

Single cell RNA-seq preprocessing 

Quality control of raw data was performed using FastQC. The TSO, poly-A sequences and low-
quality bases were trimmed using cutadapt. Transcript expression quantification was 

performed using the alevin-fry pipeline and version M31 of GENCODE mouse genome and 

annotations. The gene/count matrix was generated with fishpond. 
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Cells with more than 7% mitochondrial counts were filtered-out.  The HTO was demultiplexed 

using the Seurat pipeline and the RNA counts were normalized using the sctransform function 
(v2). 

Single-cell RNA-seq analysis 

To cluster the cells, the principal component analysis dimensions were first selected and the 

Louvain algorithm include in the Seurat package was applied to the data. The clusters were 
projected onto the UMAP dimension reduction using the same principal component as input 

to the clustering analysis. Differential expression analysis was made using the Seurat function 

FindAllMarkers. Heatmap and dot plot were generated using the Seurat function DoHeatmap 
and DotPlot respectively. The Seurat R package was used to classify cells into G1, S or G2/M 

phases of the cell cycle. The classifier, relying on a list of genes from Tirosh et al. (Tirosh et al., 

2016) contains markers of the G2/M and S phase. A score was attributed to each cell with a 
certain probability to belong to the S or G2/M phases. Cells expressing no S, G2/M markers 

are assigned to the G1 class. The AUCell R package (Aibar et al., 2017) was used in order to 

identify cells with active gene signature. The memory precursor signature was downloaded 
from Yao et al. paper (Yao et al., 2019) and the T effector signature from  Kanbar, et al. paper 

(Kanbar, et al., 2022). To infer RNA velocities and predict cell-specific trajectories, scVelo was 

used (Bergen et al., 2020). As described in Bergen et al. (2020), RNA velocity was estimated 
using the scVelo dynamical pipeline.   

 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using Graph-pad software Prism 5. Two tailed unpaired t-

test and one-way ANOVA Friedman test were used as indicated in the figure legend. 
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Supplementary figures 
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Figure S1. Extended data for figure 1. 

A-B. 1.5x105 magnetically purified naive F5 CD8 T cells labelled with CTV were cultured with CpG-matured, 
peptide-loaded cDC at a ratio of cDC:CD8 = 1:10, in the presence or absence of ex-IL-2.  
A. Gating strategy of divided CD8 T cells was shown.  

B. 2-NBDG (glucose uptake indicator) was analyzed on divided CD8. Representative dot plots are shown. 
C. 1.5x105 magnetically purified naive F5 CD8 T cells labelled with CTV were cultured with CpG-matured, 

peptide-loaded cDC at a ratio of cDC:CD8 = 1:10, in the presence of various concentrations of supernatant-
containing-IL-2 or recombinant-IL-2 for 4 days. Equivalent concentrations of supernatant IL-2 and 

recombinant IL-2 were used (0.5, 1.5, 5 or 15% equivalent to 1.15, 3.45, 11.5 and 34.5ng/ml respectively). 
The number of divided CD8 T cells (left panel) and CD25 expression by divided CD8 T cells (right panel) are 
shown.  

The results are expressed as the mean of triplicates ± SD from one experiment. 
D. 1.5x105 magnetically purified naive C57BL/6J CD8 T cells labelled with CTV were cultured with anti-

CD3/CD28 coated beads at a ratio of beads:CD8 = 1:4, in the presence or absence of ex-IL-2 for 4 days. The 
number of divided CD8 T cells (left panel) and CTV dilution in the presence (red) or absence (black) of ex-IL-

2 are shown. CTV fluorescent intensity of the overlay between CD8 T cells activated with and without 5% 
supernatant IL-2 (right). The results are expressed as the mean of triplicates ± SD and are representative of 
3 independent experiments. 

E. Secretion of IL-2 by CD8 T cells activated in the absence of ex-IL-2 as described in A-B was measured by 
ELISA in the culture supernatant at the indicated days.  The results are expressed as the mean triplicates ± 

SD and are representative of 3 independent experiments. 
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Figure S2. Extended data for figure 2. 
5x104 or 1.5x104 magnetically purified naive F5 CD8 T cells labelled with CTV were cultured with CpG-

matured, peptide-loaded cDC at a ratio of DC:CD8 = 1:10, in the presence or absence of ex-IL-2 for 4 days. 
And 3x105 splenocytes from C57BL/6J mice were added to sustain cell viability. 

A. The number of divided cells was measured on CD8 activated in the presence of C57BL/6J splenocytes 
and the proliferation index was determined as [(the number of divided cells/ the initial number of CD8 T 

cells) *100]. 
B. CD8 proliferation was analyzed after 4 days by CTV dilution in the presence (grey) or absence (blue) of 
splenocytes and represented as overlay histograms. 

C. Secretion of IL-2 by CD8 T cells activated in the absence of ex-IL-2 was measured by ELISA in supernatant 
after 4 days, in the presence (empty triangles) or absence (full circles) of splenocytes. 

D. Expression of CD25 and Bcl2 by divided CD8 T cells activated in the presence of C57BL/6J splenocytes. 
The results are expressed as the mean of triplicates ± SD and are representative of 2 independent 

experiments. The statistical significance of differences was determined by the student t-test (ns: p ≥ 0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001). 
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Figure S3. Extended data for figure 5. 

A. Heatmap representing the top 8 differentially expressed marker genes for each cluster defined in Figure 
5A. 
B-C. Classification of cells into one of the cell-cycle phases (G1, S or G2/M) and colored accordingly using 

the Seurat package. B. Cell-cycle position was projected onto the UMAP. 
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C. Percentages of cells from each cell cycle phase for each experimental condition were plotted.  

D. Enrichment per cluster of combined memory precursor (MP) and terminal effector (TE) signatures. The 
dotted line represents the threshold above which, cells are considered as memory precursors + T effector 
cells. The legend indicates the percentage of memory precursor and effector cells in each cluster. AUC: area 

under the curve. 
E. The cells with a memory precursor and a terminal effector (TE) signature were represented on the UMAP. 

F. RNA velocities are projected onto the UMAP excluding naive cells.     
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II. CARACTERISATION DE L’HETEROGENEITE FONCTIONNELLE DE LA MEMOIRE PAR DES 
APPROCHES EN CELLULE UNIQUE 

 

1. Article – Impact d’une stimulation transitoire par une tumeur sur la qualité 
fonctionnelle des LT CD8 mémoires 

 
Pour ce deuxième axe de ma thèse, mon travail de recherche visait à caractériser la 

qualité fonctionnelle des LT CD8 mémoires générés après un challenge tumoral en 
comparaison d’une infection virale aiguë. En effet, le contexte d’immunisation influence le 
devenir des LT CD8 les menant vers une voie générant des mémoires fonctionnelles ou 
épuisées lorsque l’antigène persiste. Nous nous sommes demandés si un LT CD8 ayant été 
activé par la tumeur qu’elle a réussi à rejeter, présentait déjà des marques d’épuisement. Pour 
cela, nous avons utilisé un modèle de souris infecté par le virus de la Vaccine présentant 
l'antigène NP68 (VV-NP68) et un modèle de souris dans lequel des cellules EL4, des 
lymphoblastes dérivés d’un lymphome de souris, sont transférées en sous-cutané. Ces cellules 
forment une tumeur au site d’injection et présentant l’antigène NP68 (EL4-NP58). Nous avons 
ainsi étudié et caractérisé le phénotype et la fonctionnalité des F5 TCR-transgénique T CD8 
mémoires reconnaissant l’antigène NP68 qui ont été transférés aux préalables.  
 Nos résultats ont montré que les LT mémoires induits par la tumeur avaient une 
capacité de protection diminuées. Le phénotype de ces mémoires a ensuite été caractérisé 
par cytométrie en flux et a mis en évidence des différences d’expression des intégrines et de 
la forme glycosylée de CD43. Afin d’identifier une signature transcriptomique associée à des 
sous-ensembles de cellules mémoire de meilleure qualité, nous avons réalisé du single-cell 
RNA-seq sur les LT mémoires induits par la tumeur et le virus dans un contexte basal ou après 
restimulation par l’antigène. Bien que les profils transcriptomiques soient similaires entre les 
mémoires générées dans ces deux contextes, celles induites par la tumeur exprimaient 
davantage des gènes codant pour des récepteurs inhibiteurs ce qui a été vérifié par cytométrie 
en flux dans un second temps. De plus, l’analyse bio-informatique a mis en évidence une 
augmentation de l’expression du gène codant pour la Galectine-3 dont nous avons observé 
une production plus importante de la protéine en intracellulaire dans les mémoires induites 
par la tumeur. Cette protéine peut altérer les capacités fonctionnelles des cellules et nous 
avons montré que les mémoires induites par la tumeur disposaient d’une capacité diminuée 
à produire et sécréter les cytokines effectrices. Ainsi, une stimulation transitoire par une 
tumeur est suffisante pour induire des marques d’épuisement et altérer la qualité 
fonctionnelle des LT CD8 mémoires.  

Il est à noter que des résultats préliminaires sont introduits dans cette première 
version de papier et que des expérimentations sont en cours afin de les valider. 
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Abstract 
Memory CD8 T cell populations display improved effector functions compared to naïve cells. 
However, following certain activation contexts, such as chronic viral infection or tumors 
stimulation, they may present functional defects broadly referred to as exhaustion. Here, we 
investigated the functional quality of CD8 T memory cells generated under a transient tumoral 
challenge in comparison to a viral acute infection. Tumor-induced memory cells showed 
diminished expression of integrins and reduced protective capacity compared to viral-induced 
memory cells. Single-cell RNA-seq analysis revealed that tumor-induced memory cells highly 
expressed genes encoding inhibitory receptors (PD1 and Tim3) and Galectin-3 (Gal3) following 
antigenic stimulation. Tumor-induced memory were shown to express elevated level of 
intracellular Gal3 protein and had reduced ability to produce effector cytokines. Together, 
these data suggest that transient stimulation by a tumor is sufficient to imprint an exhausted 
profile in memory CD8 T cells.  
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Introduction  
During an infection, naive CD8 T cells respond to the pathogen. This leads to massive 
proliferation and differentiation into cytotoxic effector cells which will control and clear the 
infection and give rise to a small population of memory CD8 T cells that can persist for long 
periods of time through cytokine-mediated homeostatic proliferation (Becker et al. 2002; 
Goldrath et al. 2002; Tanchot et al. 1997). Memory T cells differ from their naive counterpart 
by an enhanced responsiveness following antigen stimulation (Cho et al. 1999; Jameson 2021). 
This state of hyper-responsiveness results from epigenetic modifications established during 
the transcriptional and epigenetic modification program induced by their activation during the 
primary response  and which is maintained thereafter (Fitzpatrick, Shirley, and Kelso 1999; 
Marçais et al. 2006; Youngblood, Hale, and Ahmed 2015). Indeed, numerous properties of CD8 
T cells are thereby memorized and include immediate proliferation, rapid acquisition of 
effector functions such as cytotoxicity or cytokine production, and modified trafficking 
potential and homing patterns (Barber, Wherry, and Ahmed 2003; Lalvani et al. 1997; Mackay, 
Marston, and Dudler 1990; Masopust et al. 2001; Pihlgren et al. n.d.; Walzer et al. 2003).  
 
The heterogeneity of the memory cell pool has long been recognized and reflects the various 
functional and migratory properties of the memory T cell subsets. The first characterized 
subsets are the TCM (central-memory T cells) and the TEM (effector-memory T cells) (Sallusto, 
Lenig, and Lanzavecchia 1999; Wherry et al. 2003). TCM expressing CD62L and CCR7 localize 
to lymphoid tissues and have robust recall proliferation and IL-2 production capacities. 
Conversely, TEM, which lack CD62L and CCR7 expression, are located in peripheral non-
lymphoid tissues and can rapidly become cytotoxic. Many alternative subsets have been 
described,  some of which do not seem to overlap with the TCM/TEM subdivision. Indeed, 
Hikono, et al., used CD27 and activation-associated glycoform of CD43 to defined 3 
populations which are independent of the TCM/ TEM classification and offers a refinement of 
the functional properties within the memory cells pool (Hikono et al. 2007). Indeed, they 
demonstrated that the CD27+ CD43- subset displays greater proliferative capacity following 
recall stimulation and therefore defined them as functionally superior to CD27+ CD43+ and 
CD27- CD43- subtypes. Similarly, in a model where the control by these CD8 T cells subsets of 
bacterial and viral pathogens was assessed, Olson, et al. showed that the CD27- CD43- 

population, exhibiting effector-like traits, was optimal (Olson et al. 2013). Overall, these 
studies showed that the absence of CD43 expression by memory cells correlates with a better 
quality. 
 
However, under certain circumstances, the response of memory T cells is altered and is no 
longer a guarantee of protection. Indeed, in the context of chronic infections marked by 
antigen persistence, memory CD8 T cells enter a state of  decreased responsiveness referred 
to as exhaustion (Thommen and Schumacher 2018; Wherry 2011). This state is characterized 
by upregulation of multiple cell-surface inhibitory receptors such as PD1, Tim3 or Lag3 that 
inhibit cellular functions induced following TCR engagement including cytokine production, 
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proliferative capacity and cytotoxicity (Blackburn et al. 2009; Wherry et al. 2007). A similar 
process takes place when CD8 T cells respond against a tumor. Indeed, the immune system is 
able to reject a tumor (cancer immunosurveillance) and can control it for long periods of time 
through an equilibrium state (Dunn et al. 2002; Koebel et al. 2007). CD8 T cells are considered 
to be major drivers of anti-tumor immunity due to their strong capacity for cytotoxicity 
(Raskov et al. 2021; Shankaran et al. 2001). However, when a tumor is able to escape the 
immune system, the intratumoral CD8 T cells show a broad spectrum of dysfunctions which 
are similar to the one described for virus induced exhausted T cells (Jiang, Li, and Zhu 2015; 
Thommen and Schumacher 2018).  
 
The developmental pathways and regulation of exhausted T cell populations heterogeneity in 
chronic versus acute infections have been widely studied (Beltra et al. 2020; Chen et al. 2019; 
Hudson et al. 2019; Yao et al. 2019). However, few comparative acute viral infections versus 
tumor studies exist, whereas the phenotypic and transcriptomic profiles of exhausted cells, 
although similar, show some differences between a chronic infection and a tumor (Thommen 
and Schumacher 2018). To address this question, we took advantage of the EL4 tumoral model 
which is rejected within 2 weeks following graft, in order to examine the impact of a transient 
rather than a chronic tumoral challenge on the memory CD8 T cells generation. We used F5 
TCR-transgenic CD8 T cells recognizing the NP68 epitope to compare the memory cells induced 
by immunization with vaccinia virus or EL4 tumor cells that both express the NP68 peptide 
(respectively VV-NP68 and EL4-NP68). This system avoids the selection of CD8 T cell clones 
with different affinities in the two experimental models. We showed that EL4-induced 
memory CD8 T cells exhibit a phenotype associated with a decreased expression of integrins 
and elevated inhibitory receptors expression as well as a decreased protective capacity in 
response to a lethal viral challenge. Although single-cell RNA-seq analysis revealed only few 
differences in the transcriptomic profiles between EL4- and VV-induced memory cells, we 
found that EL4-induced memory cells upregulated Lgals3 encoding galectin-3 (Gal3) known to 
mediate T cell suppression. Further cell characterization revealed increased intracellular Gal3 
production by activated EL4-induced memory cells which correlated with a defect in effector 
cytokine production. Thus, these data suggest that transient stimulation by a tumor is 
sufficient to imprint an exhausted profile in memory CD8 T cells.  
 

Results 
The protection capacity differs between virus- and tumor-induced memory CD8 T cells 
 
In order to compare the quality of memory CD8 T cells generated in the context on an acute 
viral infection or a tumor challenge, we used NP68-epitope specific F5 TCR transgenic cells.  
Naïve F5 CD8 were transferred into a C57Bl/6 recipient host that either received an intranasal 
instillation of vaccinia virus or a subcutaneous injection of EL4 tumor cells that both express 
the NP68-epitope (VV-NP68 and EL4-NP68 respectively). We first compared the generation 
kinetics of the effector and memory populations in the blood of mice by flow cytometry, using 
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Ki67 and Bcl2 labelling, in order to define early effector cells (EE, Ki67+ Bcl2-) from late effectors 
(LE, Ki67- Bcl2-) as well as memory cells (Ki67- Bcl2+), as previously described (Crauste et al. 
2017) (Figure 1A-B). We showed that the kinetic of EE cells generation is similar between VV- 
and EL4-induced CD8 T cells while EL4-induced LE cells were maintained for a longer time as 
compared to VV-induced LE cells (Figure 1A-B). However, the absolute LE numbers were 
comparable over time. This delayed contraction of LE correlated with a delayed appearance 
of memory cells (Figure 1A) although in the memory phase (28 days post-treatment (dpt)), 
similar number of memory cells were induced by both immunization protocols (Figure 1B). 
Moreover, the numbers of total F5 over time were similar between VV- and EL4-immunized 
mice (Figure 1C).  
Next, we compared the protection ability of memory cells generated after viral infection or 
tumor challenge. VV- and EL4-induced memory cells were FACS-sorted 30 dpt and transferred 
into naive C57Bl/6J host. The day after, mice received a lethal dose of Flu-NP68 and survival 
rates were followed for 10 days (Figure 1D). The survival rate of mice receiving the EL4-
induced memory cells dropped drastically at 8 dpt to reach 30% of survival at 10 dpt while 
mice that received VV-induced memory cells still display 80% of survival. Hence, these results 
showed that memory cells induced in the context of a viral infection confer a better protection 
than the memory cells generated in the context of a transient tumoral challenge. 
 

 
Figure 1: Memory CD8 T cells generated after viral infection or tumor challenge are of different quality 
(A-C) Naive F5 x CD45.1 cells (2.105) were intravenously (i.v.) transferred in C57Bl/6J one day prior intranasal 
(i.n.) infection with VV-NP68 (2.105 pfu) or subcutaneous (s.c.) injection of EL4-NP68 tumor cells (2,5.106). 
(A) The percentages and (B) numbers of Early effector, Late effector or Memory phenotype F5 cells and (C) 
numbers of total F5 were determined over time in the blood by flow cytometry using Ki67 and Bcl2 labelling. 
(D) Naive F5 x CD45.1 cells (2.105) were i.v. transferred in C57Bl/6J one day prior i.n. infection with VV-NP68 
(2.105 pfu) or s.c. injection of EL4-NP68 tumor cells (2,5.106). 30 days post-treatment, VV-induced F5 and 
EL4-induced F5 memory cells were FACS-sorted and transferred into naïve C57Bl/6J host (1,2.105 cells, iv 
route). One day after transfer, mice received a lethal dose of Flu-NP68 (2.106 TCID 50) and survival was 
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followed for 10 days (n= 10 mice per group). *p <0.05, ** p <0.01, *** p <0/001 (Mann-Whitney test). Data 
are represented as mean ± SD and are representative of 3 independent experiments. 
 
VV- and EL4-induced effector and memory CD8 T cells exhibit a different phenotype 
 
We then compared the phenotype of F5 effectors cells generated in the blood and F5 memory 
cells generated in the spleen after a viral or a tumoral challenge (Figure 2 and supplementary 
figure 1). We first compared the expression of CD27 and CD43 markers as they were 
associated with the quality potential of CD8 memory cells (Hikono et al. 2007). CD43 was 
highly expressed by EL4-induced and VV-induced effector cells at 7 dpt (Figure 2A) with a 
higher expression observed for EL4-induced cells. Furthermore, while CD43 expression is 
maintained over time in EL4-induced cells with 80% of expression at the memory phase, its 
expression on VV-induced cells decreased over time to reach 35% on VV-induced memory cells 
(Figure 2A). The majority of memory cells being CD27+ (data not shown), the VV-induced 
memory cells mainly adopted a CD27+ CD43- phenotype while the EL4-induced memory cells 
were CD27+ CD43+ (Figure 2A). Based on Hikono, et al. observations, the CD27+ CD43- memory 
subset mediates stronger recall response in terms of accumulation at the infection site 
(Hikono et al. 2007). This accumulation is dependent of the migration properties of memory 
cells allowed by the expression of integrins (Grau et al. 2018). We thus looked at CD29, CD49a 
and CD49d expression (Figure 2B-C and supplementary figure 1B). The vast majority of VV-
induced effector T cells expressed all three integrins while only 20 to 30% of EL4-induced 
effector cells expressed these markers. This higher integrins expression by VV-induced 
memory cells was maintained at the memory stage (Figure 2B-C and supplementary figure 1B 
– right panel). We also evaluated the expression of the anti-apoptotic protein Bcl2 and the 
inhibitory receptor PD1 that regulates the T cell response during the expansion phase (Figure 
2D-E). Bcl2 was downregulated following activation and re-expressed starting from day 7 
(Figure 2D) and we showed that EL4-induced effector and memory cells expressed lower level 
of Blc2 than VV-induced cells (Figure 1A). Conversely, EL4-induced CD8 T cells expressed 
higher level of PD1 during the effector and memory stage. Finally, EL4-induced memory cells 
were enriched in TCM both at the effector and the memory stage as compared to VV-induced 
cells (supplementary figure 1C). Similar observations were made in the draining lymph node 
(dLN) (Supplementary figure 2).  
Overall, these results demonstrated that VV-induced cells have higher survival and migration 
potential compared to EL4-induced memory cells.  
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Figure 2: Effector and memory CD8 T cells generated after viral infection or tumor challenge have a 
different phenotype  
Naive F5 x CD45.1 (2.105) cells were i.v. transferred in C57Bl/6J one day prior i.n. infection with VV-NP68 
(2.105 pfu) or s.c. injection of EL4-NP68 tumor cells (2,5.106). (A-E left panel) F5 phenotype was analysed 
over time on blood by flow cytometry. (A-E middle and right panel) 30 days after infection, F5 phenotype 
was analysed by flow cytometry on spleen. *p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001 (Mann-
Whitney test). Data are represented as mean ± SD and are representative of 2 or 3 independent 
experiments.  
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Comparative analysis of single-cell transcriptomic profile reveals few differences between 
VV- and EL4-induced memory cells 
 
Next, we further characterized the memory cells generated after viral or tumor challenge at 
the transcriptomic level. We performed single-cell RNA-sequencing (scRNA-seq) on VV-
induced and EL4-induced F5 memory cells that were FACS-sorted ex-vivo (respectively 
“quiescent” VV and EL4) or following a brief restimulation with NP68 peptide (respectively 
“restimulated” VVR and EL4R). Naive F5 cells (referred as Naive and NaiveR) were used a 
control. We performed a clustering analysis and projected cells on a UMAP (Figure 3A). We 
identified 6 clusters that memory cells cluster together as well as those after restimulation or 
even Naive and NaiveR cells. However, clusters were mainly defined by the experimental 
conditions (Figure 3A-B). We next analyzed the top 20 markers genes defining the clusters 
(Figure 3C). As expected, naive cells had a distinct transcriptomic profile from quiescent or 
restimulated memory cells and expressed genes that are characteristic of them like the 
chemokine receptor Ccr9. Following stimulation with NP68, naive and memory cells 
upregulated genes associated with activation (respectively Ikzf2 and Xcl1, Furin) or cell division 
(respectively Tubb2a, Tnf and Egr2, Zbtb32, IL-2ra). Transcriptomic profiles of VV- and EL4-
induced memory cells appeared very similar (Figure 3C). Nevertheless, as observed at the 
protein level, VV cells expressed higher levels of Bcl2, Itgb1 (CD29) and Itga4 (CD49d) genes 
(Supplementary Figure 3A). Furthermore, Pdcd1 encoding PD1, whose expression was 
upregulated following stimulation, was expressed at a greater level in EL4R cells compared to 
VVR cells. However, no differences in Sell (CD62L) and Itga1 (CD49a) expression were found 
between EL4 and VV or EL4R and VVR (Supplementary Figure 3A). We then performed a 
differential expression analysis and compared transcriptomic signature of VV- versus EL4-
induced memory cells and VVR- versus EL4R-induced memory cells (Figure 3 D-E ; 
Supplementary figure 3B). While VV cells were enriched in several genes such as (Itga4, Stat1, 
Ltb), EL4 cells upregulated only 2 genes: Capg (macrophage capping protein) that cap ends of 
actin filaments and Lgals3 coding for the Galectin-3 (Gal3) protein. After in vitro restimulation, 
12 genes were found upregulated by EL4R cells including again Capg and Lgals3, some genes 
involved in effector and immune responses (Icos, Ccr7, Prf1) and inhibitory receptors (Pdcd1, 
Havcr2) that could negatively impact cells response while 130 genes were upregulated in VVR 
cells .  
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Figure 3: Single-cell RNA-seq analysis of memory CD8 T cells generated after viral infection or tumor 
challenge reveals a similar transcriptomic profile  
Naive F5 x CD45.1 (2.105) cells were i.v. transferred in C57Bl/6J one day prior i.n. infection with VV-NP68 
(2.105 pfu) or s.c. injection of EL4-NP68 tumor cells (2,5.106). 60 days after infection, EL4- and VV-induced 
memory cells were single-cell sorted ex vivo or following a 2h stimulation with NP68 peptide (10 n𝑀). Naive 
F5 cells were used as control. N = 476 cells were used for the scRNA-seq analyses. (A) Clustering of F5 CD8 
T cells projected on the UMAP. (B) Percentages of cells from each cluster in each sample. (C) Heatmap 
representing the top 20 genes expressed in each group. (D-E) Volcano plot of differentially expressed genes 
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between EL4 and VV cells (D) or EL4R and VVR cells (E). EL4R/ VVR: restimulated anti-EL4/VV memory cells; 
NaiveR: restimulated naive cells. 
 
Galectin-3 is highly expressed intracellularly by EL4-induced memory cells after 
restimulation  
 
We identified Lgals3, encoding for Gal3, as one of the main overexpressed gene in quiescent 
EL4-induced memory cells. Gal3 is secreted into the extracellular space by a number of 
different cell types, including T cells and thus could act in an autocrine or paracrine manner 
(Kouo et al. 2015; Smith et al. 2018). Gal3 binds carbohydrates and therefore can binds on 
glycosylated proteins at the cell surface (Gilson et al. 2019). As the glycol-form CD43 was highly 
expressed by EL4-induced memory cells, we assessed the expression of Gal3 in VV- or EL4-
induced memory at the surface. No surface protein expression was observed on VV- or EL4-
memory cells (Figure 4A). There was a low Gal3 expression at the surface of the cells upon 
stimulation, which is higher for VV-induced cells (Figure 4D). Some studies showed that the 
Gal3 can also act intracellularly (Chen et al. 2009; Kaur et al. 2018). We found that EL4-induced 
memory cells display a strong intracellular Gal3 expression both in percentage and level of 
expression compared to VV-induced memory cells (Figure 4B). After 24h of restimulation, 
nearly 100% of VV- and EL4-induced memory cells expressed endogenous Gal3 (Figure 4E – 
left panel) but the level of expression remains higher for EL4-induced cells (Figure 4E – right 
panel).   
 
We then examined the expression of Tim3 encoded by the gene Havcr2 and PD1 encoded by 
Pdcd1, two exhaustion markers whose genes were overexpressed in EL4-induced memory 
cells upon restimulation (Figure 3E). Interestingly, we found that Tim3 was highly expressed 
by EL4-induced memory cells compared to those induced by VV while the gene was very 
poorly expressed in scRNA-seq data (Figure 4C; Figure 3C-D). The expression of PD1 and Tim3 
was upregulated following peptide stimulation, in a greater extend in EL4-induced memory 
cells (Figure 4F). 
 
Overall, we confirmed that resting and stimulated EL4-induced memory cells exhibited higher 
expression of inhibitory receptors (PD1 and Tim3) and endogenous Gal3 than VV-induced 
cells.  
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Figure 4: EL4-induced memory cells express more inhibitory receptors and produce increased amount of 
galectin-3 intracellularly  
Naive F5 x CD45.1 (2.105) were i.v. transferred in C57Bl/6J one day prior i.n. infection with VV-NP68 (2.105 
pfu) or s.c. injection of EL4-NP68 tumor cells (2,5.106). (A-B) More than 70 days after infection, the 
expression of Gal3 on F5 memory cells was assessed in surface (A) or intracytoplasmic (B). (C) 35 days after 
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infection, the percentage (left panel) and the mean of fluorescence intensity (MFI) (right panel) of Tim3 F5 
memory cells was analysed by flow cytometry on spleen. (D-E) The expression of Gal3 on F5 memory cells 
restimulated for 24h with NP-68 peptide (10 nM) was assessed in surface (D) or intracytoplasmic (E). (F) 
The percentage of PD1+ (left panel) or Tim3+ (right panel) F5 memory cells restimulated for 4h. ns: non-
significant, *p <0.05, ** p <0.01 (Mann-Whitney test). Data are represented as mean ± SD; (C) are 
representative of 2 independent experiments and (A-B-D-E-F)  are preliminary results.  
 
Impairment of cytokines production and secretion by EL4-induced memory cells  
 
A number of studies have demonstrated that the expression of Gal3 can alters the TCR 
signaling leading to a defect in the production and/or secretion of cytokines (Demotte et al. 
2010; Kaur et al. 2018; Kouo et al. 2015; Petit et al. 2016; Smith et al. 2018). We thus addressed 
the ability of VV- and EL4-induced memory cells to produce cytokines following stimulation 
with NP68 peptide. We found that slightly more VV-induced memory cells produced IFN𝛾 and 
TFN𝛼 but no significant difference was observed for IL-2 (Figure 5A). However, the amount 
IFN𝛾 and TFN𝛼 produced was largely higher in VV-induced memory cells (Figure 5B). 
Furthermore, more IFN𝛾 was detected in the supernatant of VV-induced splenocytes following 
4 or 24h of stimulation with NP68 (Figure 5D). We then determined the number of cytokines 
produced by the memory cells to address their polyfunctionality. Similar proportion of VV- 
and EL4-induced cells were able to produce 3 cytokines. However, there was more cells 
producing only 1 cytokine and less cells producing 2 cytokines among the EL4-induced 
memory cells (Figure 5C). Thus, we showed an increased endogenous Gal3 expression by EL4-
induced memory cells that exhibit a defect in the production and secretion of IFNy and TNFα 
cytokines. 
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Figure 5: Memory CD8 T cells generated after viral infection are more polyfunctional than after tumor 
challenge  
Naive F5 x CD45.1 (2.105) cells were i.v. transferred in C57Bl/6J one day prior i.n. infection with VV-NP68 
(2.105 pfu) or s.c. injection of EL4-NP68 tumor cells (2,5.106). (A-C) 48 days after infection, splenocytes were 
stimulated for 4h with NP-68 peptide (10 nM) in the presence of GolgiStop. (A) The percentage of IFN𝛾+, 
IL-2+ and TNF𝛼+ F5 memory CD8 T cells was measured by flow cytometry. (B) MFI for IFN𝛾, IL-2 and TNF𝛼	in 
the indicated F5 memory subsets. (C) Secretion of IFN𝛾 in the supernatant measured by ELISA after 4 or 
24h of stimulation with NP68. (D) The proportion of F5 memory cells expressing 1, 2 or 3 cytokines. ns: non-
significant, *p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001 (Mann-Whitney test). Data are represented 
as mean ± SD and (A-C) are representative of 3 independent experiments and (D) are preliminary results.  
 

Discussion 
In this study, we compared the CD8 memory cells generated after an acute viral infection with 
VV-NP68 or a transient tumoral challenge with EL4 cells. We showed that EL4-induced 
memory cells generation was delayed as compared to VV-memory cells and that they were 
less protective in a secondary challenge. EL4-induced memory cells were enriched in the 
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glycosylated form of CD43 and lacked the expression of integrins (CD29, CD49a, CD49d) as 
compared to VV-induced cells. Single cell analysis identified Lgals3 as one of the main 
differentially expressed gene by EL4-induced memory cells. Indeed, we showed that Gal3 
protein encoded by Lgals3 gene is highly expressed by EL4-induced memory cells compared 
to VV-induced cells. Finally, we demonstrated that EL4-induced memory cells have a defect in 
cytokine expression and upregulated Gal3,  PD1 and TIM-3 exhaustion markers upon 
restimulation.  
 
According to CD27 and an activation-associated glycoform of CD43, Hikono et al., described 
three populations of memory CD8 T cells and showed that the CD27+ CD43- cells have the 
strongest ability to accumulate in the lungs upon a respiratory virus challenge. Our results 
demonstrated that VV-induced memory cells acquired a CD27+ CD43-  phenotype and 
expressed  CD29, CD49a and CD49d integrins which were shown to be important for cell 
homing to the lung tissue (Grau et al. 2018), while EL4-induced memory cells mainly adopted 
a CD27+ CD43+  phenotype and were defective in integrins expression. T-inflammatory 
memory cells (TIM) that are generated in a context of sterile inflammation similar to EL4-
induced memory cells were mainly CD27+ CD43-  like VV-induced memory cells, suggesting 
that the EL4-induced memory cells phenotype is not dependent on the inflammatory context 
induced by the viral infection (Jubin et al. 2012). These phenotypic characteristics could partly 
explain the lower protection conferred by EL4-induced memory cells against flu infection.  
 
Single-cell RNA-seq revealed similar transcriptomic profiles of VV and EL4-induced memory 
cells. The few cells analyzed (approximately 80 per experimental conditions) may not be 
representative of the diversity of the subpopulations that could exist. Indeed, more cells can 
provide a broader view of the biological variability of the cell population while having 
reasonable sequencing depth (M. J. Zhang, Ntranos, and Tse 2020). The differential expression 
analysis showed that few genes were highly expressed by the EL4-induced memory cells. 
Indeed, two genes were upregulated in these memory cells both ex-vivo or upon 
restimulation: Capg and Lgasl3. Capg belongs to the gelsolin family and have roles in actin 
filament remodeling, cell motility, apoptosis control and gene expression regulation (Silacci et 
al. 2004). Its overexpression was observed in tumor and was positively correlated with levels 
of infiltrating T exhausted cells, regulatory T cells and tumor-associated macrophages (Jiang 
et al. 2022). Capg was also upregulated in lung CD8 T cells with an exhaustion-like state 
generated after infection with human metapneumovirus infection (Erickson et al. 2015).  
Gal3 belongs to the lectin family and is involved in many mechanisms like T cell apoptosis, 
suppression, regulation of proliferation, impairment of T cell signaling and blockade of 
cytokine function (Gilson et al. 2019). Gal3 can be expressed in the extracellular space through 
its binding to glycosylated protein such as CD45 or CD43 at the cell surface (Gilson et al. 2019) 
or within the intracellular space where it is recruited to the immunological synapse upon viral 
infection or TCR stimulation (Chen et al. 2009; Kaur et al. 2018). 
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Gal3 surface binding or intracellular expression alters cell functions and particularly cytokine 
production via the destabilization of the secretory synapse formation or the alteration of TCR 
sensitivity (Petit et al. 2016; Smith et al. 2018). Despite their strong CD43 expression, no Gal3 
expression was observed at the surface of EL4-induced cells, neither on VV-induced cells. 
However, we observed a strong Gal3 expression within quiescent memory cells, that was 
higher for EL4- than for VV-induced memory cells. Its intracellular expression drastically 
increased following peptide stimulation, but remains higher in EL4-induced memory cells. 
Moreover, expression of Gal3 was found in memory cells at basal state while Gal3 is normally 
expressed in activated T cells (Chen et al. 2009; Joo et al. 2001; Kaur et al. 2018; Smith et al. 
2018). Functional capacity assays showed that EL4-induced memory cells have a decreased 
ability to secrete cytokines and especially IFN𝛾. 
 
Exhaustion has been well studied in chronic infections and several studies highlighted a 
number of actors (transcription factors, epigenetic factor,…) involved in the regulation of T 
cell dysfunction or exhaustion (Wherry et al. 2007; Z. Zhang et al. 2020). Moreover, in cancer, 
many studies investigated cancer immunotherapy treatment in order to reverse exhausted T 
cells (Hashimoto et al. 2018; Jiang et al. 2015; Nguyen and Ohashi 2015). However, little is 
known about the impact of transient tumor stimulation on the development and function of 
memory CD8 T cells. In our model, tumor growth was maximal between 6 and 8 days until 
disappearance of the mass 12 days post-transplantation (Supplementary figure 4A). Although 
some tumor cells may remain at the injection site, there is no regrowth of tumors. 
Transcriptomic analysis demonstrates that Pdcd1 and Havcr2 coding for the inhibitory 
receptors PD1 and Tim3 were expressed at higher level in restimulated EL4-induced memory 
cells. We confirmed the higher expression of PD1 and Tim3 proteins in EL4-induced memory 
at basal and restimulated state. These genes are marker of exhausted T cells as it has been 
shown in several studies in a context of chronic infection or tumor (Chen et al. 2019; Fourcade 
et al. 2010; Hudson et al. 2019). Moreover, Nfil3, whose expression is greater in CD8 T cells 
generated after infection with the chronic LCMV clone-13 compared to those generated with 
acute LCMV Armstrong infection (Zhu et al. 2015) was found overexpressed in EL4-induced 
memory cells upon restimulation (Figure 3E). The upregulation of all these genes would 
therefore be in favor of an exhausted-like phenotype. However, gene set enrichment analysis 
(GSEA) showed no enrichment in the exhausted T cells signature (Supplementary figure 4B). 
This could be link to the very low number of genes that discriminate EL4-induced memory cells 
from VV-induced memory cells or because they were just not fully exhausted.  
 
In conclusion, we showed that a transient tumoral challenge is sufficient to imprint an 
exhausted phenotype thus altering phenotype and function of memory cells.  
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Materiel and methods  
Mice  
C57BL/6J mice were purchased from the Charles River Laboratories. F5 TCR-transgenic mice 
[B6/J-Tg(CD2-TcraF5,CD2-TcrbF5) 1Kio/Jmar] recognizing the NP68 peptide from influenza A 
virus (ASNENMDAM), were provided by Prof. D. Kioussis (National Institute of Medical 
Research, London, U.K.) and backcrossed on CD45.1 C57BL/6 background (Jubin et al. 2012). 
Mice were bred and housed under specific pathogen-free conditions in the (AniRA-PBES 
animal facility (Lyon, France). All experiments were approved by our local ethics committee 
(CECCAPP, Lyon, France) and accreditations have been obtained from governmental agencies. 
 
Virus infection and tumor challenge 
The recombinant vaccinia virus (VV) expressing the NP68 epitope (VV-NP68) was engineered 
from vaccinia virus (strain Western Reserve) by Dr. Denise Yu-Lin Teoh in Pr. Sir Andrew 
McMichael’s laboratory at the MRC (Human Immunology Unit, Institute of Molecular 
Medicine, Oxford, UK).  The recombinant influenza virus strain WSN encoding the NP68 
epitope (Flu-NP68) was produced by reverse genetics from the A/WSN/33 H1N1 strain (Jubin 
et al., 2012). EL4 lymphoma cell line expressing the NP68 epitope (EL4-NP68) was provided by 
Dr. T.N.M. Schumacher (de Brito et al. 2011). Naive CD45.1 F5-Tg CD8 T cells (2x105 under 200 
uL) were transferred by intravenous (i.v.) injection.  The day after, C57BL/6 recipient mice 
were inoculated intranasally (i.n.) with VV-NP68 (2x105 pfu under 20 𝜇L) or subcutaneously 
(s.c) with EL4-NP68 cells (2.5x106 under 200 uL) and tumor growth was followed over a period 
of 10 days.  
 
Protection assay 
At least 4 weeks after immunization, F5 memory cells were FACS sorted from the spleen of VV 
or EL4-immunized mice and 2×105 VV- or EL4-induced memory cells were transferred in 
C57BL/6 J recipient mice by i.v. route. One day after, mice were infected i.n. with a lethal dose 
of Flu-NP68 virus (2×106 TCID50 under 20 uL). Illness and weight loss was followed daily for 10 
days after infection. Mice losing more than 20% of their initial body weight were euthanized.  
 
Cytokine production after in vitro stimulation  
To assess the cytokine production, 3x106 splenocytes were stimulated in vitro with  NP68 
peptide (10 nM )for 4h at 37°C in the presence of GolgiStop™ (BD Biosciences) according to 
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manufacturer’s instructions. The production of cytokines was evaluated  by flow cytrometry 
using intracellular staining. 
Alternatively, 1x106  splenocytes were stimulated with NP68 peptide (10 nM) and supernatant 
were collected after 4 of 24h for measurement of IFNg production by ELISA (ELISA MAX™ 
Standard Set Mouse - Biolegend).  
 
Cell preparation and flow cytometry analysis  
Blood samples were collected on days 4, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 15, 21, 28, 24 and 42 post-
treatments. The volume of blood was precisely measured and FlowCount fluorospheres 
(Beckman Coulter) were added to each sample for cell enumeration.  
Mice were sacrificed by cervical dislocation and spleen and draining lymph nodes (cervical and 
mediastinal) (dLN) were collected at least for 4 weeks after treatment. Tissues were 
mechanically disrupted and filtered through a sterile 100 μm nylon mesh filter.  
Single cell suspension was first incubated with efluor780-coupled Fixable Viability Dye (TFS) 
for 15 min at 4°C. Cells were then incubated with an Fc receptor blocking antibody (2.4G2 
hybridoma supernatant) for 10 minutes at 4°C and surface staining was performed for 30 min 
at 4°C with the appropriate mixture of monoclonal antibodies (mAbs) diluted in staining buffer 
(PBS supplemented with 1% FBS and 0.09% NaN3 [Sigma-Aldrich]). Intracellular staining was 
performed using eBioscience™ Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set kit (TFS) 
according to manufacturer’s instructions for the analysis of cytokines, cytoplasmic proteins 
and transcription factor (TF).  
The following mAbs (clones) were used: CD8 (53.6.7), CD45.1 (A20), CD49a (Ha31/8), IFN𝛾 
(XMG1.2), TNF𝛼 (MP6-XT22) from BD Biosciences, CD44 (IM7.8.1), CD62L (MEL-14), CD43 
(1B11), Gal3 (M3/38), PD1 (RMP1-30), Bcl2 (BCL/10C4) from Biolegend, CD27 (LG.7F9), CD29 
(eBioHMb1-1), CD49d (R1-2), Ki67 (SolA15), IL-2 (JES6-5H4) from TFS and TIM3 (215008) from 
R&D systems. Samples were acquired on a FACS LSR Fortessa (BD Biosciences) and analyzed 
with FlowJo software (TreeStar, Ashland, OR). 
 
Single-cell RNA sequencing 
CD8 T cells were enriched from the spleen of VV- or EL4-immunized mice as well as naive F5 x 
CD45.1 mice with an autoMACS® Pro Separator using the CD8a+ T cell isolation kit (Miltenyi 
Biotec, #130-104-075) according manufacturer’s instructions. A portion of enriched CD8 T cells 
was stimulated with NP68 peptide (10 nM) for 2h at 37°C . The 6 populations (VV, EL4, Naive, 
VVR, EL4R, naiveR) were index sorted on an FACS Aria II (BD Biosciences) according to their 
viability and their expression of CD44 into a 96-well plate containing 4μL of lysis solution (PBS, 
Triton 0,4%, RNaseOut [TFS] 0,05X, poly(T) reverse-transcription (RT) primers and dNTPs) for 
single-cell RNA-sequencing (scRNA-seq). Plates were stored at -80°C until processed.  
Library construction was performed following Smart-seq2 protocol (Picelli et al. 2014). Briefly, 
mRNAs were reverse transcribed into cDNAs and were pre-amplified by PCR. Then, cDNAs 
were fragmented by tagmentation. Illumina sequencing adaptors containing indexes allowing 
to identify each cell were added and cDNAs were amplified by PCR. All 96-cells libraries were 
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pooled and quality and quantity were tested using DNA high sensitivity D1000 ScreenTape on 
Tapestation 4200 (Agilent). Libraries were sequenced on an Illumina HiSeq in paired-end 
(2x150 bp) at an average sequencing depth of ∼1M reads/cells. 

Computational analysis of single-cell RNA sequencing 
Data pre-processing 
Quality control of raw data was performed using FastQC. The Nextera Transposase Sequence 
and low-quality bases were trimmed using Trim Galore. Transcript expression quantification 
was performed using Salmon and version M23 of GENCODE mouse genome and 
transcriptome. The gene/count matrix was generated with tximport. Cells filtering were 
performed using the metric_sample_filter function implemented in SCONE package (Cole et 
al. 2017). Thus, cells were filtered based on 3 criteria, namely the number of reads, the 
number of detected genes and the areas under the false negative rate (FNR) curve employing 
housekeeping genes. For each criterion, the cut-off value of 3 was applied, i.e., values greater 
than 3 median absolute deviations from the median were excluded, leading to the analysis of 
476 cells. Moreover, genes expressed in less than 3 cells were removed. Then, the dataset was 
normalized using SCnorm (Bacher et al. 2017) and variable features (HVG) were selected based 
on variance modeling statistics from the modelGeneVar function in Scran (Lun, McCarthy, and 
Marioni 2016). The top 10% of genes with positive biological components were used for 
advanced analysis. The log-normalized expression values of the 570 HVGs were used for 
advanced analysis. 

Advanced analysis  
Clustering was made by selecting the principal component dimensions and applying the 
Louvain algorithm included in the Seurat package V4. The clusters were projected onto the 
UMAP dimension reduction using the same principal component as input to the clustering 
analysis. The top 15 markers for each subset were found using the FindAllMarkers function 
from the Seurat package. Differential expression analysis was performed using Limma and 
applied to all genes and not just on HVGs (Phipson et al. 2016). Heatmap, dot plot and violin 
plot were generated using the Seurat function DoHeatmap, DotPlot and VlnPlot respectively. 
The AUCell R package (Aibar et al. 2017) was used in order to identify cells with active gene 
signature. The exhausted CD8 signatures was downloaded from Yao et al. paper (Yao et al. 
2019) from  Sade-Feldman, et al. paper (Sade-Feldman et al. 2018). 
 
Quantification and statistical analysis  
Data were analyzed with FlowJo and GraphPad Prism software. The tests used to determine 
statistical significance are indicated in each figure legend. P values of less than 0.05 were 
considered statistically significant. 
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Supplementary figures 

 
Supplementary figure 1: Effector and memory CD8 T cells generated after viral infection or tumor 
challenge differ in their phenotype  
Naive F5 x CD45.1 (2.105) cells were i.v. transferred in C57Bl/6J one day prior i.n. infection with VV-NP68 
(2.105 pfu) or s.c. injection of EL4-NP68 tumor cells (2,5.106). CD49a (A) and CD62L (B) expression by VV- or 
EL4- induced F5 cells was analysed over time on blood (A – left panel and B – top panel) and 30 days after 
infection on the spleen (A – right panel and B – bottom panel). *p <0.05, ** p <0.01, *** p <0/001, **** p 
<0.0001 (Mann-Whitney test). Data are represented as mean ± SD and are representative of 2 or 3 
independent experiments.  
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Supplementary figure 2: Memory CD8 T cells generated after viral infection or tumor challenge have a 
different phenotype in draining lymph node (dLN)  
(A-C) Naive F5 x CD45.1 cells (2.105) were i.v. transferred in C57Bl/6J one day prior i.n. infection with VV-
NP68 (2.105 pfu) or s.c. injection of EL4-NP68 tumor cells (2,5.106). 35 days after infection, CD43/CD27 
phenotype (A) as well as CD62L (B) and PD-1 (C) expression by VV- or EL4-induced F5 memory cells was 
analysed by flow cytometry on dLN. *p <0.05, ** p <0.01 (Mann-Whitney test). Data are represented as 
mean ± SD and are representative of 2 independent experiments.  
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Supplementary figure 3: Single-cell RNA-seq analysis indicates differences in gene expression between F5 
memory subsets.   
(A) Expression of some representative genes across groups. The dot size reflects the percentage of cells 
within a group and the color represents the average expression level across all cells within a group (blue is 
high). (B) Violin plot showing the expression the genes differentially expressed by EL4 and EL4R cells across 
all groups.  
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Supplementary figure 4: (A) Naive F5 x CD45.1 (2.105) were i.v. transferred in C57Bl/6J one day prior s.c. 
injection of EL4-NP68 tumor cells (2,5.106). Tumor volume (mm3) was assessed from 4 to 13 days post-
injection of EL4 cells. N = 20 mice. Data are represented as mean ± SD and are representative of 4 
independent experiments. (B) GSEA analysis from scRNA-seq data. Enrichment of the exhausted CD8 
signature from Yao, et al. (left panel) or Sade-Feldman, et al. (right panel) per experimental conditions 
(Sade-Feldman et al. 2018; Yao et al. 2019). The dotted line represents the threshold above which, cells are 
considered as exhausted. The legend indicates the percentage of exhausted cells in each experimental 
condition. AUC: area under the curve. 
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discussion 
 

 
Les voies de différenciation des LT CD8 et la diversité des populations résultantes sont 

très largement étudiées depuis des années. Les questions scientifiques portent à la fois sur le 
stade auquel les cellules précurseurs de la mémoire sont générées, sur les acteurs 
moléculaires pouvant influencer le devenir des cellules vers le destin effecteur ou mémoire 
ou encore sur la qualité des mémoires générées. La grande majorité des modèles de 
différenciation ont été établis sur la base d’analyses phénotypiques et transfert de cellules 
parfois en association avec des analyses de transcriptomique en population (Beltra et al. 2020; 
Hudson et al. 2019; Joshi et al. 2007; Kaech et al. 2003; Opferman et al. 1999; Plumlee et al. 
2015). L’essor de la transcriptomique en cellule unique (scRNA-seq) a permis de suivre les 
changements transcriptomiques dans les cellules individuelles et ainsi raffiner les populations, 
dévoiler les transitions entre celles-ci ou encore révéler des régulateurs de la différenciation 
pouvant mener à différentes qualités de mémoires T CD8 (Chen et al. 2019; Johnnidis et al. 
2021; Kakaradov et al. 2017; Yao et al. 2019).  
 L’objectif de mon travail de thèse a été d’étudier la différenciation des LT CD8 
mémoires à l’échelle de la cellule unique.  

Dans un premier temps, je me suis intéressée au stade auquel les LT CD8 précurseurs 
de la mémoire sont générés in vivo et également in vitro. 
 Dans un second temps, j’ai étudié la qualité des LT CD8 mémoires générées soit dans 
un contexte d’infection virale ou après un challenge tumoral transitoire.  

I. LA DIFFERENCIATION DES LT CD8 IN VIVO ET IN VITRO   

1. Identification du stade auquel les précurseurs de la mémoire sont générés  
 

Pour la première partie de mon travail, nous avons souhaité revisiter la question 
concernant les étapes auxquels sont générées les précurseurs de la mémoire après une 
infection en utilisant des approches de single-cell RNA-seq et des outils de machine learning.  
Pour cela, nous avons réanalysé un jeu de données de scRNA-seq existant comprenant des LT 
CD8 effecteurs triés à partir de rate de souris 4,5 et 7 jours après une infection par LCMV-
Armstrong (LCMV-A), générant une infection aigue (Yao et al. 2019). Nous avons utilisé des 
outils d’inférence de trajectoire et de vélocité d’ARN qui ont permis de reconstruire la 
dynamique de différenciation des LT CD8 activés. Ces résultats ont montré que la trajectoire 
était définie par la variation d’expression de gènes codant pour des protéines impliquées dans 
la régulation du cycle cellulaire et de la réponse immunitaire. En effet, les LT CD8 après 4,5 
jours correspondaient à des cellules en cycle exprimant des gènes liés à l’activation et 
commençant à exprimer ceux associés aux fonctions effectrices. Au pic de l’infection, soit 7 
jours après l’infection, les LT CD8 exprimant pleinement les gènes des fonctions effectrices 
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peuvent être scindés en 2 populations sur la base du cycle cellulaire. En effet, certaines 
continuaient de proliférer alors que d’autres étaient entrées en quiescence. Nous pouvons 
faire le parallèle avec l’étude de Crauste, et al. qui a démontré que le stade effecteur était 
composé de deux populations : une population d’effecteurs précoces exprimant le marqueur 
de prolifération Ki67, puis une population de cellules effectrices apparaissant plus 
tardivement qui perd l’expression de cette protéine. Nos données montrent que les cellules 
effectrices quiescentes n’expriment plus le gène Mki67, de ce fait pouvant les définir comme 
des effecteurs tardifs (Figure 21).    
 

 
FIGURE 21 : CLASSIFICATION DES CELLULES DANS LES PHASES DU CYCLE CELLULAIRE ET 

EXPRESSION DE MKI67 

A gauche : classification par bio-informatique des LT CD8 dans une des phases du cycle cellulaire. Les cellules 
sont projetées sur une réduction de dimension par MDS (multidimensional scaling).  A droite : expression du 
gène Mki67 sur cette réduction de dimension.  
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
 Le réseau de corrélation des gènes trouvés dans les données a permis de mettre en 
évidence un module dont l’un des principaux FT était Tcf7 codant pour la protéine TCF1. Des 
études ont montré que la persistance de ce FT était associé à des cellules précurseurs de la 
mémoire (Lin et al. 2016; Pais Ferreira et al. 2020). L’analyse d’enrichissement a confirmé la 
présence de cellules avec un profil transcriptomique associé aux précurseurs de la mémoire. 
Nos résultats ont montré que la génération des cellules précurseurs de la mémoire était un 
processus continu. En effet, des précurseurs de la mémoire étaient détectés précocement 
c’est-à-dire 4,5 jours après l’infection mais également plus tardivement soit 7 jours après 
l’infection. Ces résultats ont été également confirmé avec un deuxième jeu de données de 
scRNA-seq dans lequel les précurseurs de la mémoire étaient trouvés 4, 5, 6, 7 et 10 jours 
après une infection par LCMV-A (Kurd et al. 2020).  
Kinjyo, et al. ont utilisé des souris Fucci, un système intégrant des sondes fluorescentes codées 
génétiquement qui marquent les phases G1 et S/G2/M du cycle cellulaire (Kinjyo et al. 2015). 
Grâce à ce système, ils ont montré qu’une petite population de précurseurs des TCM (CD44+ 
CD62L+) à cycle lent, c’est-à-dire correspondant à des cellules dans la phase G1, était présente 
7 jours après infection par le virus Influenza A. Ils démontrent ensuite que cette population de 
précurseurs dérive de cellules qui ont hautement proliféré. Nos analyses de scRNA-seq ont 
montré un nombre augmenté de précurseurs de la mémoire au cours du temps. De plus, notre 
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analyse quantitative à l’aide de BrdU, a démontré qu’une proportion plus importante de 
cellules mémoires était généré à partir de cellules qui ont largement proliféré. Ainsi, les 
précurseurs de la mémoire dérivent de LT CD8 ayant hautement proliférés en accord avec 
l’étude de Kinjyo, et al. (Kinjyo et al. 2015).  
 

Nos données montrent que les cellules précurseurs de la mémoire qui se sont divisées 
entre les jours 4 et 7 puis qui sont devenues quiescentes ont acquis l’expression des gènes des 
fonctions effectrices contrairement aux précurseurs de la mémoires quiescentes au jour 4. Ces 
résultats sont semblables à ceux obtenus par les études de Lin, et al. et de Bresser, et al., 
(Bresser et al. 2022; Lin et al. 2016). En effet, l’étude de Lin, et al. montre que les cellules 
précurseurs TCF1+ peuvent devenir quiescentes après 3 ou 4 divisions ou continuer à proliférer 
tout en gardant l’expression de TCF1 (Lin et al. 2016). Les précurseurs TCF1+ les plus divisées 
présentent alors un phénotype semblable aux effecteurs et expriment notamment de plus 
fort niveau de T-bet et d’IFN𝛾 à la différence des précurseurs les moins divisées. Bresser, et 
al. ont étudié le passé réplicatif des LT CD8 mémoires à l’aide d’un système Cre-Lox 
permettant « d’enregistrer » en continu la prolifération des cellules (Bresser et al. 2022). Ce 
système est basé sur de courtes répétitions en tandem (STR) synthétiques qui accumulent des 
mutations d’insertion par glissement de l’ADN polymérase au cours de la division cellulaire. 
Ces mutations peuvent induire un changement du cadre de lecture permettant l’expression 
de la Cre recombinase initialement positionnée dans un mauvais cadre de lecture. 
L’expression de la Cre entraine dans un second temps l’expression du gène de la RFP (red 
fluorescent protein) dont l’expression était inhibée par un codon stop « loxer ». Ils ont montré 
par des analyses de scRNA-seq que le pool de mémoires TCM se distinguait par l’expression 
de 2 signatures ainsi qu’un passé prolifératif différent : un des sous-ensembles de TCM 
exprimait davantage les gènes associés à la multipotence et s’était moins divisé alors que le 
2e sous-ensemble avait davantage proliféré et était enrichi en gènes effecteurs.  
Notre étude in vivo à l’aide de BrdU a permis de mettre en évidence que les cellules 
précurseurs de la mémoire qui arrêtaient de cycler au cours de la phase effectrice, persistaient 
et contribuaient au pool de LT mémoires puisqu’elles maintenaient leur marquage BrdU. Avec 
cette méthode, nous avons pu caractériser par cytométrie en flux les mémoires générées 4 et 
7 jours après infection et avons trouvé uniquement une différence d’expression de CCL5. 
Toutefois, notre étude protéomique est limitée par le nombre de paramètres mesurables en 
cytométrie en flux. De plus, les données de scRNA-seq montraient que les précurseurs de la 
mémoire quiescents tardifs exprimaient davantage le gène Gzmb. Cependant, l’expression du 
GzmB n’était pas détectable après 2H de stimulation in vitro des LT mémoires BrdU+ dérivés 
des jour 4 et 7 (Figure 22).  
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FIGURE 22 : ANALYSE PAR FACS DE L’EXPRESSION DU GZMB PAR LES MEMOIRES BRDU+ 

Panel du haut : analyse de l’expression du GzmB par les mémoires F5 CD44+ BrdU+ après 2h après du milieu 
de culture.  
Panel du bas : analyse de l’expression du GzmB par les mémoires F5 CD44+ BrdU+ après 2h de stimulation 
avec le peptide NP68 (10nM).  
A gauche : expression du GzmB par les mémoires BrdU+ dérivés du jour 4.  
A droite : expression du GzmB par les mémoires BrdU+ dérivés du jour 7. 
 
Il serait intéressant de réaliser un scRNA-seq afin de comparer le transcriptome de ces LT CD8 
mémoires dérivés précocement ou tardivement. Cependant, le marquage au BrdU implique la 
perméabilisation des cellules ce qui est incompatible avec les protocoles de scRNA-seq réalisés 
dans l’équipe. Cependant, de nouveaux protocoles ont été développé notamment le INs-seq 
intégrant une étape de fixation et perméabilisation des cellules afin de mesurer l’expression 
de protéines intracellulaires (cytoplasmiques et nucléaires) tout en ayant accès au 
transcriptome au niveau de la cellule unique (Katzenelenbogen et al. 2020). Nous pourrions 
tester ce protocole avec un marquage au BrdU en s’assurant que la méthode de 
perméabilisation du protocole INs-Seq soit suffisante pour une lecture optimale de la 
fluorescence du BrdU.  
 

Les résultats montrant que les précurseurs de la mémoire dérivant de LT ayant 
hautement proliférés et acquérant les fonctions effectrices suggèrent une acquisition 
progressive de modifications épigénétiques qui conduisent à un état de transcription 
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« poised » au niveau des locus des gènes effecteurs dans les LT CD8 mémoires. Ces 
changements d'état de la chromatine pourraient ainsi refléter la nécessité que les cellules se 
divisent. Pace, et al. ont mis en évidence par scRNA-seq sur des LT CD8 7 jours après infection 
par L. monocytogenes, une sous-population de cellules en cycle exprimant à la fois des gènes 
associés au cycle, aux précurseurs de la mémoire et aux effecteurs (Pace et al. 2018). Leur 
hypothèse est que ces cellules pourraient représenter des intermédiaires bipotents pouvant 
réprimer les gènes effecteurs ou précurseurs de la mémoire. Ils ont montré que la répression 
des gènes précurseurs de mémoires était sous le contrôle de Suv39h1 induisant ainsi le 
développement de LT CD8 effecteurs terminaux. Ainsi, les cellules effectrices dérivent de 
cellules en cycle qui modifient leur programme épigénétique et répriment les gènes associés 
au développement des cellules mémoires. 
Dans notre analyse, nous avons observé que les cellules précurseurs de la mémoire, en cours 
de cycle, exprimaient des gènes tels que Zbtb32 et Ezh2. Comme déjà évoqué dans 
l’introduction de ce manuscrit, Ezh2 est une enzyme appartenant au complexe PRC2 
(Polycomb repressive complex 2). Elle induit le dépôt de marque de méthylation au niveau 
des histones H3K27 et réprime les gènes pro-mémoires favorisant la différenciation en LT 
effecteurs (Gray et al. 2017). Zbtb32 est un facteur de transcription qui est transitoirement 
exprimé dans les LT CD8 après une infection aigue (Shin et al. 2017). Il agit comme un 
régulateur de l’ampleur des réponses T effectrices ainsi que la génération de mémoire par 
répression de gènes tels que Eomes et CD27. Ainsi, les précurseurs de la mémoire quiescents 
ayant acquis les gènes des fonctions effectrices pourraient dériver de ces précurseurs. Ces 
cellules pourraient donc être des cellules bipotentes permettant la génération de cellules 
gardant un caractère souche n’activant pas complètement les fonctions effectrices, et de 
cellules perdant ce caractère et activant pleinement les fonctions effectrices.  
D’autres études ont montré qu’il existerait des cellules possédant des caractéristiques 
bipotentes. Notamment, Kinjyo, et al. ont montré qu’il existait précocement (jour 4 après 
infection par le virus Influenza) une population exprimant à des niveaux intermédiaires la 
protéine CD62L (CD62Lint) (Kinjyo et al. 2015). Le transfert de ces cellules dans des hôtes 
infectés montre qu’elles continuaient de proliférer et pouvaient générer à la fois des cellules 
CD62L- et CD62L+.  
Ces études suggèrent alors que les cellules perdent leur bipotentiel lorsqu’elles continuent de 
se diviser. Toutefois, bien que les précurseurs de la mémoire perdent leur capacité à devenir 
des effecteurs terminaux, elles gardent leur capacité d’auto-renouvellement et à réactiver les 
fonctions effectrices. Soerens, et al. ont examiné si les LT CD8 étaient limités dans leur 
potentiel de division cellulaire au fil de stimulations successives (Soerens et al. 2023). Pour 
cela, les auteurs ont activé des LT avec trois immunisations de rappels hétérologues à des 
intervalles supérieurs à 60 jours puis cette 3e population de mémoires a été transféré dans 
des hôtes qui ont reçu de nouveau 3 immunisations successives. Ils ont ainsi répété ce 
processus pendant 10 ans, totalisant 51 événements de vaccinations cumulées. Ils ont montré 
que la population de départ pouvait s’expandre au moins 1040 fois sans perte de capacité de 
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prolifération. Cette étude démontre donc que les cellules T gardent une certaine multipotence 
par leur potentiel à s’auto-renouveler et à rappeler les fonctions effectrices.  
En conséquence, la présence de cellules bipotentes n’est pas en faveur d’un engagement 
précoce vers un destin effecteur ou mémoire.  
 

2. L’IL-2 : régulateur du processus de génération de précurseurs de la mémoire 
 

Pour la seconde partie, nous avons souhaité étudier l’impact de l’IL-2 sur la 
différenciation des LT CD8. Cette cytokine agit aux étapes précoces d’activation et de 
différenciation des cellules T CD8. Shaoying Wang, étudiante en thèse dans l’équipe a mis au 
point un modèle d’activation des T CD8 in vitro. Pour cela, les LT CD8 naïfs ont été activés en 
présence de cellules dendritiques maturées avec du CpG et présentant le complexe CMH-
I/peptide NP68-(366-374) aux LT avec ou sans ajout d’IL-2 exogène (IL-2ex). Les cellules ont 
été ainsi analysées après 3 jours d’activation et jusqu’à 5 jours, au-delà, la population décroit 
et meurt par apoptose.  

Avec ce modèle, nous avons ainsi étudié l'impact de l’IL-2ex sans s’affranchir de l’IL-2 
produit intrinsèquement par les LT CD8. L’IL-2 intrinsèque (IL-2int) est surtout requise pour 
l’expansion secondaire des LT CD8 mémoires comme l’ont démontré plusieurs études (Feau 
et al. 2011; Redeker et al. 2015; Toumi et al. 2022). Le dosage de l’IL-2 dans le surnageant de 
culture montrent que les LT CD8 cultivées sans IL-2ex produisaient de l’IL-2 et l’utilisaient 
puisque la concentration diminuait au cours du temps. Toutefois, ce signal autocrine ne 
suffisait pas à maintenir l’expression de la chaine 𝛼 du récepteur à l’IL-2, CD25, qui décroissait 
au cours du temps. Kahan, et al. ont montré qu’une fraction des LT CD8 était capable de 
produire de l’IL-2 et que celle-ci avait une capacité diminuée à activer la voie STAT5 
dépendante de l’IL-2 induisant notamment la surexpression de CD25 à la surface des cellules 
(Kahan et al. 2022). Ces cellules adoptaient ainsi plus rapidement un phénotype mémoire.  
In vivo, l’IL-2ex est majoritairement produit par les LT CD4 et agit ainsi de manière paracrine 
sur les LT CD8. Toumi, et al. ont montré que l’IL-2 paracrine permettait d’induire l’expansion 
et la différenciation en effecteurs (Toumi et al. 2022). Nous avons réalisé un scRNA-seq sur les 
cellules naïves et activées après 3, 4 ou 5 jours in vitro en présence ou absence d’IL-2ex. Nous 
avons pu observer une séparation des cellules avec et sans IL-2ex après 4 jours d’activation 
avec une superposition des cellules du jour 4 et 5. Au 3e jour après activation, le transcriptome 
des cellules avec et sans IL-2ex était encore similaire. Cependant, les cellules de ce jour étaient 
réparties dans 2 clusters. L’analyse d’enrichissement à l’aide de signatures a montré que les 
cellules cultivées sans IL-2ex après 4 et 5 jours d’activation étaient enrichies en cellules 
précurseurs de la mémoire quiescentes. A l’inverse, celles cultivées avec l’IL-2ex étaient 
associées à des cellules effectrices en cycle. Toutefois, un des clusters composés de cellules 
du jour 3 était également enrichi en T effecteurs. Ainsi, même en absence d’IL-2ex, les cellules 
peuvent passer par un stade effecteur avant une quiescence précoce et l’acquisition rapide 
d’un phénotype précurseur de la mémoire comme l’a démontré l’analyse de vélocités des 
ARN. Il semblerait qu’elles puissent néanmoins contourner ce stade effecteur. Au contraire, 
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au jour 3, les cellules cultivées avec de l’IL-2ex se différenciaient en direction des cellules 
effectrices des jours 4 et 5. Ces résultats ont été confirmé par cytométrie en flux (Figure 23). 
L’IL-2ex favorisait ainsi la différenciation en cellules effectrices (augmentation de GzmB, 
augmentation de la capacité de lyse et diminution du marqueur de pro-mémoire TCF1) en 
accord avec les études de Toumi, et al. et Kalia, et al., (Kalia et al. 2010; Toumi et al. 2022). 
L’IL-2ex est également capable de générer de meilleurs sous-ensembles d’effecteurs T CD8 
dans un contexte d’infection chronique ou de tumeurs ressemblant aux LT CD8 effecteurs 
d’une infection aigue. En effet, Hashimoto, et al. ainsi que Codarri Deak, et al. ont montré 
qu’une thérapie IL-2 combiné au blocage de PD1 lors d’une infection chronique ou dans un 
contexte tumoral modifie le programme de différenciation des précurseurs de LT épuisés. 
Ceux-ci  augmentent en nombre et acquièrent de meilleurs fonctions effectrices (Gzmb, TNF𝛼, 
IFN𝛾) permettant une réponse antivirale et antitumorale améliorée (Codarri Deak et al. 2022; 
Hashimoto et al. 2022).  



 
 

188 

 
FIGURE 23 : EVALUATION DES FONCTIONS EFFECTRICES ENTRE LES LT CD8 ACTIVES EN 

PRESENCE OU ABSENCE D’IL-2EX 

1.5x105 LT CD8 naïfs ont été activés avec des DC maturés avec du CpG et chargés de peptidse NP68 (ratio 
DC :CD8 = 1 :10), en présence et absence d’IL-2ex. A. Pourcentages de cellules cibles EL4 vivantes, chargées 
(points noirs et rouges) ou non (triangles bleus, « unloaded ») en peptide NP68, après 4h de coculture avec 
des LT CD8 effecteurs activés pendant 5 jours. w/o = sans IL-2ex, w/ = avec IL-2ex ; ratio E :T = LT 
effecteurs/cellules cibles EL4. La signification statistique des différences a été déterminée par le test de 
comparaison multiple de Sidak entre les LT F5 CD8 cultivées avec ou sans IL-2ex à chaque rapport E:T (** P 
<0, 01 et *** P <0, 001). 
B. Expression de granzyme B (GzmB) par les LT F5 CD8 après 3, 4 et 5 jours d'activation. Les résultats 
représentent la moyenne des triplicats ± SD et sont représentatifs de 3 expériences indépendantes. C. 
Expression de TCF1 par les LT F5 CD8 divisés après 3, 4 et 5 jours d’activation. La signification statistique des 
différences a été déterminée par un test de student.  
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 Toumi, et al. ont également observé que l’IL-2 paracrine était suffisante pour la 
formation de cellules mémoires (Toumi et al. 2022). Nous avons observé que les cellules 
cultivées avec ou sans IL-2ex étaient capables de générer des cellules mémoires après 
transfert dans des hôtes naïfs. Les deux conditions de culture permettent donc de générer des 
précurseurs de la mémoire. En effet, basé sur l’expression de la signature de précurseur de la 
mémoire et les analyses de vélocités des ARN, nous avons observé qu’une fraction des cellules 
activées après 4 et 5 jours avec de l’IL-2ex « remontaient » en direction des cellules 
précurseurs de la mémoire. A l’inverse, les cellules sans IL-2ex généraient des cellules 
précurseurs de la mémoire dès 4 jours après activation. Nos résultats suggèrent ainsi que in 
vitro, cette différenciation en cellules précurseurs de la mémoire est plus rapide en absence 
d’IL-2ex. De plus, les mémoires générées par les cellules cultivées en présence d’IL-2ex, après 
transfert in vivo, généraient un plus grand nombre de cellules mémoires et présentaient une 
augmentation de l’expression des intégrines ainsi que des fonctions effectrices après 
restimulation. Ces résultats sont en accord avec notre réanalyse des données de Yao, et al. 
montrant que les précurseurs de la mémoire identifiés à un stade plus avancé de la réponse 
et ayant probablement reçu davantage de signaux activateurs et/ou inflammatoires, 
exprimaient davantage les fonctions effectrices (Todorov et al. 2022; Yao et al. 2019). Les 
cellules cultivées avec et sans IL-2ex après 4 jours d’activation et transférées dans des hôtes 
infectés par VV ont générées autant de LT effecteurs pendant la phase effectrice ainsi que de 
LT mémoires. De plus, ces cellules mémoires présentaient un phénotype similaire et 
disposaient de capacités effectrices identiques. Ceci suggère que les cellules cultivées sans IL-
2ex étaient capables de recevoir et répondre aux signaux inflammatoires et que le destin des 
cellules n’est pas déterminé précocement.  
 Nous avons remarqué que certaines cellules pourraient représenter des cellules aux 
capacités bipotentes. En effet, en combinant les signatures de précurseurs de la mémoire et 
de T effecteurs, certaines cellules étaient enrichies dans cette nouvelle signature. Ces cellules 
étaient en cycle et exprimaient à la fois des gènes des fonctions effectrices ainsi que des gènes 
précurseurs de la mémoire en accord avec nos précédentes observations. Fait intéressant, ces 
cellules bipotentes sembleraient être générées qu’elles soient cultivées en présence et en 
absence d’IL-2ex.  
  Nous souhaitons par la suite identifier des régulateurs responsables de la 
différenciation précurseurs de mémoire / effecteurs. Pour cela, les réseaux de gènes candidats 
seront inférés à partir des données de transcriptomique des cellules activées après 3, 4 et 5 
jours en présence et absence d’IL-2ex.  

3. Identification des cellules précurseurs de la mémoire dans nos modèles 
   

Il serait intéressant d’identifier les cellules précurseurs de la mémoire sur la base de 
marqueurs phénotypiques dans nos modèles pour pouvoir les trier et les caractériser. En effet, 
nous pourrions par exemple après une infection par VV caractériser le phénotype et la 
fonctionnalité des précurseurs générés précocement et plus tardivement mais également 
analyser les marques épigénétiques les distinguant par ChIP-seq.  
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Nous avons démontré qu’il existait des cellules précurseurs de la mémoire après une 
infection par LCMV-A ou par VV. La majorité des études se base sur le phénotype KLRG1/ IL7R 
pour identifier les MPEC (KLRG1- IL7R+) ou encore KLRG1/ IL7R et CD62L pour l’identification 
d’une sous-population parmi les MPEC (Herndler-Brandstetter et al. 2018; Johnnidis et al. 
2021; Joshi et al. 2007). Or, avec notre modèle d’infection par VV, la majorité des LT CD8 F5 
sont KLRG1- ne permettant pas de trier les précurseurs de la mémoire sur la base de ce 
phénotype (Figure 24).  
 

 
FIGURE 24 : PHENOTYPE KLRG1/ IL7R DES LT CD8 P14 VS LT CD8 F5 

A gauche : Expression des marqueurs KLRG1 et IL7R par les LT CD8 P14 dans le sang 8 jours après une 
infection par LCMV-A. Graphe issu de Joshi, et al. (Joshi et al. 2007). A droite : Expression des marqueurs 
KLRG1 et IL7R par les LT CD8 F5 dans le sang 8 jours après une infection par VV.  

 
D’autres études ont identifié des cellules précurseurs de la mémoire sur la base de 

l’expression de TCF1 (Lin et al. 2016; Pais Ferreira et al. 2020). Après 8 jours d’infection par 
VV, environ 40 à 50% des cellules F5 sont toujours positives pour TCF1 dans la rate alors que 
3% des cellules P14 sont Tcf7GFPhi (sachant que 95% de ces cellules expriment la protéine TCF1) 
au même temps dans le même tissu après une infection par LCMV-A dans l’étude de Pais-
Ferreira, et al. (Pais Ferreira et al. 2020). De plus, TCF1 est un facteur de transcription et ne 
permet pas de trier des cellules vivantes afin de réaliser des transferts. Plusieurs études 
utilisent le marqueur de surface Ly108 dont l’expression corrèle avec TCF1 (Beltra et al. 2020; 
Chen et al. 2019). Cependant, avec nos modèles in vivo ou in vitro, nous ne retrouvons pas 
cette corrélation, 50% des cellules sont positives pour Ly108 mais négative pour TCF1.  
 

II. QUALITE DES LT CD8 MEMOIRES GENEREES  
 

Pour la dernière partie de mon travail, nous avons étudié la qualité des LT CD8 
mémoires. Dans un contexte d’infection chronique virale ou tumorale, la persistance de 
l’antigène induit une différenciation progressive des LT CD8 épuisés qui expriment des 
récepteurs inhibiteurs et présentent un défaut de fonctionnalité. Nous avons souhaité savoir 
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si une stimulation transitoire par une tumeur suffisait pour induire des marques d’épuisement 
sur les mémoires générées. Pour cela, nous avons utilisé des cellules EL4 qui sont des 
lymphoblastes T établies à partir d’un lymphome chez la souris C57Bl/6N par le DMBA (9,10-
Dimethyl-1,2-Benz-Anthracene) et expriment le peptide NP68. Ainsi, nous avons généré un 
modèle de souris dans lequel des LT CD8 F5 sont injectés, reconnaissent et éliminent la tumeur 
formée par les EL4-NP68 en sous-cutané. La croissance tumorale est maximale entre 6 et 8 
jours après transplantation et décroit jusqu’à absence de masse palpable après 12 jours. Ainsi, 
la stimulation des cellules T CD8 par la tumeur est transitoire bien qu’il puisse rester des 
cellules EL4 au site d’injection sans qu’il y ait néanmoins de repousse de tumeur.  Nous avons 
en parallèle comparé les mémoires induites par la tumeur à des mémoires générées en 
réponse à une infection virale aigue (VV) qui nous sert de référence pour la qualité 
fonctionnelle des cellules.  

Nos résultats ont mis en évidence que les LT CD8 mémoires induits par la tumeur 
confèrent une protection diminuée vis-à-vis d’une infection virale à une dose léthale, reflétant 
ainsi une qualité fonctionnelle altérée. Nous avons observé que ces mémoires présentaient 
des niveaux diminués d’intégrines (CD29, CD49a, CD49d) nécessaire notamment pour l’entrée 
dans les tissus tels que les poumons (Grau et al. 2018). De plus, la majorité des mémoires 
induites par la tumeur expriment à la hausse la forme glycosylée de CD43. Hikono, et al. ont 
montré que les LT CD8 mémoires CD43+ avaient une capacité réduite à s’accumuler dans le 
poumon lors d’une réinfection (Hikono et al. 2007). Des expériences comparant la capacité de 
migration des LT mémoires dans les poumons après une nouvelle infection par VV avaient été 
réalisées (Figure 25). Ces résultats montrent que les LT CD8 induits par la tumeur ont une 
capacité diminuée à migrer au site d’infection en accord avec leur phénotype. La répétition de 
cette expérience a montré une même tendance avec des différences moins marquées. 
Toutefois, le nombre de cellules triées et transférées était plus faible (5 fois moins). Il serait 
intéressant de réaliser une nouvelle fois cette expérience.  

 
FIGURE 25 : CAPACITE DE MIGRATION DES LT MEMOIRES APRES RECHALLENGE VIRALE 

Les LT CD8 F5 mémoires ont été triés et 2.105 cellules ont été transférés dans des hôtes naïfs puis infectés 
par VV-NP68. La capacité de migration dans les poumons a été évalué 4 jours après infection.  
 

Nous avons constaté une hétérogénéité des populations de cellules mémoires induites 
par la tumeur et par VV. Toutefois, la cytométrie est limitée par le nombre de marqueurs 
mesurables simultanément. Ainsi, le single-cell RNAseq permet une étude plus exhaustive des 
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différences pouvant exister entre les cellules mémoires générées et permet l’identification de 
sous-populations. Notre analyse de scRNA-seq n’a pas permis de mettre en évidence de sous-
populations. Au contraire, les transcriptomes des LT mémoires induits par les EL4 et par VV 
étaient relativement similaires. Toutefois, environ 80 cellules par conditions ont été analysées 
ce qui peut être un point limitant pour identifier des sous-populations qui pourraient être 
transcriptionnellement différentes. Il pourrait être intéressant de réaliser un scRNA-seq avec 
davantage de cellules. L’analyse de différentiel d’expression a tout de même mis en évidence 
quelques gènes différentiellement exprimés et ont fait l’objet d’une validation par cytométrie 
en flux.  
Les cellules mémoires induites par la tumeur exprimaient davantage PD1 et TIM3 en 
comparaison des celles induites par VV et la différence étaient maintenues après 
restimulation. L’expression de ces récepteurs inhibiteurs a été largement caractérisée dans 
des contextes d’infection chronique et de cancer et leur maintenance au stade mémoire a 
permis de les définir comme des marqueurs d’épuisement (Chen et al. 2019; Fourcade et al. 
2010; Hudson et al. 2019).  
Suite aux résultats de scRNA-seq, nous avons orienté nos recherches sur la galectine-3 (Gal3) 
qui a de nombreuses fonctions dans la modulation de l’activation et la fonctionnalité des LT 
(Gilson et al. 2019). La Gal3 peut agir de manière paracrine en particulier dans un contexte 
tumoral mais également en autocrine. Il a été montré à la fois dans un contexte d’infection 
virale chronique ou sur les lymphocytes T infiltrant la tumeur (TIL) que la galectine-3 pouvait 
se fixer en surface des cellules sur les groupements glycosylés des protéines (Gilson et al. 2019; 
Petit et al. 2016; Smith et al. 2018). Cependant, dans notre modèle, l’expression de la 
galectine-3 à la surface des cellules était très faible après 24H de stimulation. D’autres études 
ont montré un rôle de la galectine-3 en intracellulaire (Chen et al. 2009; Kaur et al. 2018). 
Après 24H de stimulation, toutes les cellules mémoires qu’elles soient induites par la tumeur 
ou par VV exprimaient la Gal3 en intracellulaire. Néanmoins, la quantité produite par les LT 
mémoires induits par la tumeur était plus importante. Bien que l’expression de la Gal3 a été 
investiguée sur des cellules activées (Chen et al. 2009; Kaur et al. 2018; Smith et al. 2018), les 
mémoires induites par la tumeur à l’état basal exprimaient et produisaient davantage de Gal3 
endogène que celles générées en réponse au VV. Les études de Chen, et al. et de Kaur, et al. 
ont montré qu’une déficience en Gal3 conduisait à l’augmentation respectivement de la 
sécrétion ou l’expression de l’IFN𝛾 (Chen et al. 2009; Kaur et al. 2018). Bien que nous ayons 
observé une très faible différence de cellules IFN𝛾+ et TNF𝛼+, les LT mémoires induits par VV 
en produisaient et en sécrétaient davantage après stimulation. Ainsi, sur la base de la 
littérature, nous pouvons supposer que la gal3 pourrait être responsable de la diminution de 
production et sécrétion des cytokines chez les LT mémoires induites par les EL4. Afin de 
démontrer ce lien, nous pourrions inhiber la Gal3 en générant des LT CD8 F5 KO pour la Gal3 
en croisant des souris Gal3-/- avec des souris F5xCD45.1. Néanmoins, le temps de génération 
de ces souris est d’environ 3 ans à raison de 10 croisements. Ce temps peut être réduit à 1 an 
environ en utilisant le système CRISPR/Cas9. Une autre alternative serait d’utiliser des drogues 
pouvant agir en intracellulaire telle que l’olitigaltin (ou TD-139), un inhibiteur du domaine de 
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liaison aux glucides de la Gal3 (Stegmayr et al. 2019). A la suite de l’inhibition de la Gal3, nous 
pourrions regarder l’expression de l’IFN𝛾 et du TNF𝛼 et ainsi voir une potentielle restauration 
de leur production et sécrétion par les LT mémoires induites par les EL4. D’autre part, plusieurs 
études mentionnent que la Gal3 est recrutée du côté cytoplasmique de la synapse 
immunitaire après activation des cellules (Chen et al. 2009; Kaur et al. 2018). Il serait ainsi 
intéressant de regarder où se localise la Gal3 après restimulation des LT CD8 mémoires par 
marquage immuno-fluorescent. Enfin, dans l’hypothèse que la Gal3 serait recrutée au niveau 
de la synapse immunitaire, elle pourrait interagir avec des protéines au niveau de la synapse 
et déstabiliser celle-ci ou inhiber certaines protéines impliquées dans la signalisation en aval 
du TCR telle que Zap70. Nous pourrions ainsi regarder par exemple l’expression de la forme 
phosphorylée (forme activée) de Zap70. 
 
 Nos résultats ont ainsi montré qu’une stimulation transitoire par une tumeur était 
suffisante pour induire un défaut de qualité fonctionnelle des LT CD8 mémoires. Cependant, 
les LT mémoires induits par la tumeur ne sont pas dans état d’épuisement terminal étant 
donné que le pourcentage de cellules exprimant les récepteurs inhibiteurs (PD1, TIM3) était 
peu élevé en comparaison d’une infection chronique (Chen et al. 2019; Hudson et al. 2019). 
Ces cellules pourraient néanmoins être dans un état intermédiaire tel que décrit pour des 
populations de progéniteurs et intermédiaires lors d’une infection chronique (Beltra et al. 
2020; Chen et al. 2019; Hudson et al. 2019). Nous pourrions alors investiguer l’expression de 
marqueurs tels que TCF1, CD69, CD39 ou encore CD101. Nous avons regardé l’expression des 
gènes codant pour ces protéines dans nos données de scRNA-seq (Figure 26). Le gène Entpd1 
codant pour CD39 et Cd101 n’étaient pas ou peu exprimés dans nos données, bien que les 
mémoires induites par le virus semblaient exprimer plus fortement le gène Cd101. Le gène 
Cd69 est largement exprimé par les mémoires restimulées ce qui est en accord avec le fait que 
ce soit un marqueur d’activation. De même, Tcf7 est un marqueur des cellules naïves et 
mémoires. Cependant, nous n’observons pas de différence d’expression de Cd69 et Tcf7 entre 
les mémoires induites par VV et par la tumeur à l’état basal. Ces résultats ne sont ainsi pas en 
faveur d’un état intermédiaire des cellules mémoires induites par la tumeur. Toutefois, 
l’expression du gène n’est pas toujours corrélée à celle de la protéine (Albayrak et al. 2016).  
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FIGURE 26 : EXPRESSION DES GENES CODANT POUR LES PROTEINES MARQUEURS DES 

CELLULES EPUISEES PROGENITRICES ET INTERMEDIAIRES 

Dot plot montrant l'expression des gènes indiqués par condition expérimentale (axes X et Y respectivement). 
La taille du point représente le pourcentage de cellules de la condition expérimentale en ordonnée exprimant 
les gènes indiqués en abscisse ; la couleur indique le niveau d'expression moyen dans les cellules dans 
lesquelles le gène est détecté. 
 
Notre étude est principalement axée sur la qualité des cellules au stade mémoire. Nous 
pourrions nous demander à quel moment de la réponse la divergence fonctionnelle a lieu. 
Plusieurs études ont mis en évidence que la divergence entre les LT CD8 mémoires développés 
après une infection aigue par rapport à une infection chronique se produisait dès 8 jours après 
l’infection (Chen et al. 2019; Doering et al. 2012). Nos données de suivi de marqueurs dans le 
sang ont montré que les différences d’expression de CD43, de PD1 et des intégrines étaient 
marquées dès 7 jours après l’infection par VV ou transplantation de la tumeur. Nous pourrions 
ainsi évaluer l’expression de ces marqueurs ainsi que de TIM3, Gal3 (intracellulaire et en 
surface) et des cytokines dans la rate après 7 jours. De plus, il serait intéressant de réaliser un 
scRNA-seq à différent temps de la réponse après infection par VV ou challenge tumoral et ainsi 
potentiellement observer une divergence transcriptomique entre les deux populations. Nous 
pourrions également grâce à cette expérience, inférer les réseaux de gènes pouvant 
permettre de mettre en évidence des régulateurs responsables de la différence de qualité 
entre les populations de cellules mémoires induites par VV ou par la tumeur. Étant capable 
d’identifier les précurseurs de la mémoire sur la base de la signature de gènes, nous pourrions 
inférer les réseaux de gènes uniquement sur les précurseurs de la mémoire induits par VV ou 
par la tumeur. 
 
 En conclusion, les techniques de single-cell RNA-seq et les approches de bio-
informatiques nous ont permis de mieux comprendre la différenciation des LT CD8.  
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Annexes 
 
 

I. ARTICLES 

1. Institut des Sciences Biologiques du CNRS (INSB) : « A quelle(s) étape(s) 
après infection les cellules T CD8 mémoires sont-elles générées ? » 

 

 

Le stade auquel les cellules T CD8 mémoires divergent après une infection virale reste 
discuté. Ces cellules sont essentielles pour une protection efficace de l’individu lors d’une 
infection ultérieure. L'identification de l'étape à laquelle elles sont générées peut impacter 
les choix stratégiques pour la modulation de leur génération dans un but thérapeutique. Les 
résultats publiés dans la revue iScience permettent de reconstruire leur trajectoire à partir 
de données de transcriptomique en cellule unique en utilisant des outils de machine 
learning. 
 
Les lymphocytes T CD8 sont des cellules immunitaires dites tueuses jouant un rôle 
essentiel dans la lutte contre les pathogènes viraux émergents. Les cellules T naïves 
n’ayant jamais été activées, se différencient en cellules effectrices suite à la rencontre du 
pathogène. Elles acquièrent ainsi des fonctions effectrices leur permettant d’éliminer les 
cellules infectées. Après l’infection virale ou une vaccination, une partie de ces cellules 
activées se différencient en lymphocytes T CD8 mémoires. La génération de ces cellules 
mémoires spécifiques d'un pathogène, est d'une importance cruciale puisqu’elles vont 
conférer une protection efficace et durable à leur hôte en cas de réinfection par le même 
pathogène. 
 
Lors de la primo-infection, l’ontogénie des cellules CD8 mémoires reste controversée. 
Certaines études suggèrent une bifurcation précoce de ces cellules avant l’acquisition des 

A 
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fonctions effectrices. D’autres résultats suggèrent une bifurcation plus tardive 
accompagnée par une dédifférenciation des cellules effectrices en cellules mémoires. 
 
Afin de découvrir les différentes trajectoires suivies par les lymphocytes T CD8 naïfs pour 
se différencier en cellules mémoires, les scientifiques ont utilisé de nouveaux outils 
informatiques d'inférence et d’analyse de trajectoires. Ces méthodes d’inférence visent à 
aligner les cellules le long des trajectoires de développement, permettant aux 
scientifiques d'avoir un aperçu des processus biologiques dynamiques tels que la 
différenciation cellulaire. L’objectif était de mieux caractériser la dynamique d’apparition 
des précurseurs de cellules mémoires au cours d’une primo-infection virale. 
 
Cette étude utilise des approches à la fois qualitatives et quantitatives appliquées à des 
données de transcriptomiques en cellule unique collectée à différent temps au cours 
d’une primo-infection par le virus de la chorioméningite lymphocytaire chez la souris. A 
l’aide de nouveaux outils bio- informatiques permettant d’organiser les cellules en 
fonction de leur transcriptome, les scientifiques ont pu définir la trajectoire de 
différenciation des cellules naïves en cellules effectrices. Les données collectées 
indiquent que la génération des précurseurs de cellules mémoires est un phénomène 
continu qui accompagne la phase de prolifération induite par la primo-infection, le 
nombre de cellules générées augmentant avec le temps. De plus, elles montrent que les 
cellules générées tardivement acquièrent davantage de fonctions effectrices que les 
cellules précoces. Ces résultats in silico ont été ensuite validés in vivo chez la souris infectée 
par le virus de la vaccine. L’analyse numérique indique que la grande majorité des cellules 
mémoires est générée plus tardivement à partir de cellules qui se sont largement 
divisées. 
 
Ce travail réconcilie les modèles contradictoires précédemment proposés en ajoutant 
cette compréhension numérique de la génération de lymphocytes T CD8 mémoire en 
réponse à une infection virale aiguë. Outre l’intérêt du modèle proposé, l'identification de 
l'étape à laquelle les lymphocytes T mémoires sont générés peut avoir un impact 
considérable sur les choix stratégiques effectués afin de moduler leur génération dans un 
but thérapeutique. 
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2. Science Pour tous de l’UCBL : « la bio-informatique, des données au sens 
biologique »  

 
La bio-informatique, des données au sens biologique 

Par Margaux Prieux. Publié le 18/11/2022 
 
 

Margaux Prieux en thèse au CIRI, nous parle de sa double compétence en biologie et 
bio-informatique développée au cours de son doctorat. 
 

Au cours de mes études de biologie, je me suis spécialisée en génomique. Ce que je 
n’avais pas prévu en commençant une thèse, c’est que ce domaine requiert des 
compétences en biologie mais pas seulement. Alors, lorsqu’on me demande sur quel 
domaine portent mes recherches, je réponds que je suis doctorante biologiste en 
Immunologie, une discipline qui s’intéresse au système immunitaire, et je dispose 
également d’une double compétence en bio-informatique. 
Souvent, les questions qui suivent sont « C’est quoi la bio-informatique ? » et « à quoi ça 
sert ? ». Moi-même, il y a encore quelques années, j’ignorais en quoi cela consistait et en 
quoi cela allait devenir un outil indispensable à la biologie. 
 

 
De la biologie à la découverte de la bio- informatique 
 
Trouver sa voie n’est pas forcément chose facile. J’ai toujours eu l’esprit plus scientifique 
que littéraire et j’ai été très vite intéressée par les sciences du vivant, qu’on appelle plus 
globalement la biologie. Au fil des années, j’ai été captivée par les mécanismes de 
fonctionnement des organismes vivants mais plutôt à l’échelle moléculaire, au niveau 
de leur génome en particulier. 
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Le génome, c’est l’ensemble du matériel génétique d’une espèce inscrit dans son ADN 
(Acide DésoxyriboNucléique). Quant à lui, l’ADN est une longue chaine composée d’une 
suite de bases nucléiques, représentées par quatre lettres (A, T, G et C), qui regorge 
d’informations. C’est assez fascinant de savoir qu’on peut y trouver des prédispositions à 
des pathologies (certains cancers, mucoviscidose, …) mais aussi nos traits physiques ou 
encore notre origine ethnique. Mais pour dénicher ces informations, il faut pouvoir 
déterminer la séquence d’ADN (la suite de lettres) en question. C’est ce qu’on appelle le 
séquençage d’ADN. 
 

Pour cela, les scientifiques utilisent des méthodes de séquençage nouvelle génération 
(NGS) qui permettent la lecture de milliards de molécules d’ADN en parallèle. On obtient 
alors des milliards de séquences très courtes (150 lettres environ) qui se retrouvent 
stockées dans des fichiers informatiques dans un format FASTQ – le type de fichier que 
vous n’ouvrez pas d’un simple clic sur l’ordinateur. C’est à ce moment que la bio-
informatique va nous être utile. Et soit vous faite appel à un bio-informaticien, soit vous 
êtes curieux et vous vous lancez dans le grand bain. 
 

 
Et alors la bio-informatique, quèsaco ? 
 
La bio-informatique se définit comme une science se situant au carrefour de 
l’informatique, des mathématiques et de la biologie. Il s’agit d’analyser et visualiser par 
informatique les données biologiques obtenues expérimentalement pour leur donner du 
sens. Pour cela, le bio-informaticien peut à la fois créer ses propres algorithmes (logiciels) 
ou utiliser ceux déjà existants, développés par d’autres mathématiciens ou bio-
informaticiens. Dans les deux cas, on utilise un ou des langages de programmation qu’on 
peut définir comme un code de communication entre humain et ordinateur. Les langages 
les plus populaires en bio-informatique sont Python, ou encore R, qui est intégré dans 
l’environnement (interface) RStudio. La puissance de calcul des ordinateurs actuels nous 
permet d’exploiter et analyser les fichiers comportant les milliards de séquences d’ADN 
obtenues après séquençage. Mais concrètement, quelles analyses peut-on faire et à 
quoi peuvent-elles servir ? 
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Interface RStudio se divisant en 4 parties. En haut à gauche, l’Editeur, servant à éditer le code. En haut à 
droite, l’Environnement, contenant les tables de données et les objets crées. En bas à gauche, la Console, 
qui permet d’exécuter les lignes de code écrite ici ou dans l’éditeur. En bas à droite, plusieurs onglets dont 
plots pour l’affichage des graphiques. 
 

L’utilité de la bio-informatique pour mes recherches 
 
La bio-informatique s’applique aussi bien au domaine de la biologie qu’à l’écologie, ou 
encore à la paléogénomique, discipline qui a pour but de reconstituer les génomes 
anciens. D’ailleurs, Svante Pääbo, le suédois pionnier de la paléogénomique, a reçu le 
prix Nobel de médecine 2022 pour avoir réalisé le séquençage complet du génome de 
l’homme de Néandertal à partir d’un os retrouvé en Sibérie. Et il a pour cela largement 
eu recourt à la bio-informatique. 
 

Pour ma thèse de doctorat, je m’intéresse aux lymphocytes T CD8, des cellules dites 
tueuses qui ont pour fonction de défendre l’organisme lors d’une infection virale ou 
bactérienne. Une fois l’infection éliminée, une partie de ces lymphocytes persistent et 
sont capables de répondre rapidement et efficacement en cas de seconde infection par 
le même pathogène. On appelle ces cellules des lymphocytes mémoires. Ils sont d’une 
importance cruciale puisqu’ils confèrent une protection efficace et durable à l’hôte. Mais 
comment et à quel moment de l’infection les cellules décident-elles de devenir mémoires 
? 
 

Pour répondre à cette question, je m’intéresse aux gènes (dont l’ADN est le constituant) 
exprimés par ces lymphocytes T CD8 en réponse à une infection virale et qui pourraient 
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expliquer leur choix de devenir ou non des cellules mémoires. Pour cela, j’utilise d’une 
part des méthodes de séquençage de l’ADN, d’autre part la bio-informatique pour 
analyser les données générées et leur donner un sens biologique. 
 

 
La double compétence : une difficulté ou une force ? 
 
Comme je l’ai dit plus haut, le doctorat permet de devenir expert dans un domaine. Cela 
nécessite d’ingurgiter beaucoup de connaissances par le biais de la recherche 
bibliographique, mais également d’acquérir un large panel de compétences. Mon travail 
est double, et jongler entre la biologie et la bio-informatique n’est pas toujours facile. 
L’immunologie est un domaine riche, dont l’état des connaissances ne fait que croître 
rapidement au fil des années. 
 

De l’autre côté, j’ai dû me former à la bio-informatique qui requiert un certain niveau en 
informatique que je n’avais pas initialement. Qui dit informatique, dit apprentissage de 
langages qui ont chacun leurs spécificités, leurs règles. J’ai très vite appris qu’en bio-
informatique, il faut être rigoureux et attentif. Parfois (voire souvent), mon code ne 
fonctionnait pas, simplement parce que j’avais oublié ou mal placé une virgule. Et bien 
sûr, vous pouvez parfois chercher longtemps où est cette petite erreur. Aussi, je ne me 
considère pas véritablement comme une bio-informaticienne. Même si je comprends 
plusieurs langages, je ne sais pas les écrire moi-même, et il me manque aussi certaines 
bases en mathématiques pour pouvoir créer mes propres algorithmes. 
 

En résumé, la bio-informatique est d’une grande utilité, voire indispensable, pour 
l’analyse de données en biologie. Son essor a notamment permis la découverte de 
biomarqueurs du cancer, et contribue à la recherche de nouveaux vaccins. Faire de la bio- 
informatique, c’est être capable d’analyser ses propres données biologiques générées 
expérimentalement ; c’est être à l’interface entre le biologiste et le bio-informaticien. Je 
sais parler bio-informatique à un biologiste et inversement, je sais parler biologie à un 
bio-informaticien. Comprendre la bio-informatique est un véritable atout aujourd’hui 
même si l’on n’est pas expert. Alors, n’ayez plus peur de la bio-informatique et lancez-
vous ! 
 
Cet article a été écrit par Margaux Prieux pour Sciences pour tous. 
 
Sa bio 
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Par mes études et mes stages, je me suis spécialisée dans le domaine de la génomique. C’est au cours 

de mon stage de master 2 que je me suis initiée à la bio-informatique. Je suis maintenant en 4ème 

année de thèse au CIRI (Centre Internationale de recherche en Infectiologie) en codirection avec le 

LBMC (Laboratoire de Biologie et de Modélisation de la Cellule). Ma thèse porte sur l’étude des 

lymphocytes T CD8 mémoires par des approches à l’échelle de la cellule unique. Le but est de 

comprendre les mécanismes moléculaires qui contrôle la différenciation et la qualité fonctionnelle de 

ces lymphocytes mémoires impliquant une part importante d’application bio-informatique. 
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II. POSTER  

1. Congrès IRCI 2022 : « CD8 memory precursor cell generation is a continuous 
process » 
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