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Résumé

Contrôle génétique, moléculaire et cellulaire du développement et de la recirculation des lymphocytes T régulateurs dans le thymus

Les lymphocytes T régulateurs exprimant le facteur de transcription Foxp3 (Treg) assurent l'intégrité de notre organisme en étant entre autres des acteurs majeurs de la prévention des pathologies autoimmunes et inflammatoires chroniques. Le développement des Treg au sein du thymus est un processus finement régulé qui dépend de l'intégration de signaux issus de leurs récepteurs à l'antigène (TCR) et aux cytokines, ainsi que des molécules de costimulation, dont CD28. Un contrôle génétique semble également s'exercer sur le développement des Treg. Ainsi, la proportion de Treg est substantiellement plus élevée dans le thymus des souris NOD que chez la souche C57BL/6 (respectivement susceptibles et résistantes au diabète auto-immun de type 1 (T1D)). Toutefois, notre équipe a décrit qu'une proportion importante des Treg thymiques sont des cellules périphériques ayant regagné le thymus. Ces Treg « recirculants » exercent un rétrocontrôle négatif sur le développement de nouveau Treg. Cette hétérogénéité n'a pas été prise en compte dans les études antérieures. Ainsi, en identifiant avec précision les Treg en développement et les Treg recirculants, nous décrivons ici un développement thymique des Treg variable selon le fond génétique et l'âge chez huit souches consanguines de souris. En absence de Treg recirculants, le développement des Treg est particulièrement élevé chez les souris NOD. Cependant, ce développement est précocement fortement inhibé par un intense processus de recirculation, provoqué par une hyper-activation périphérique des Treg chez les souris NOD. Paradoxalement, nous identifions au cours de la période néonatale chez les souris NOD, un développement particulièrement important de Treg hautement auto-réactifs, qui participent grandement à l'hyper-activation de ces cellules en périphérie. Nos études génétiques (impliquant une région du chromosome 1 colocalisée avec un locus de susceptibilité au T1D) et fonctionnelles ont permis d'identifier la vraisemblable implication d'une surexpression de la molécule de costimulation CD28 dans l'émergence de cette sous-population de Treg chez les souris NOD. En aval de CD28, la phosphoinositide 3-kinase d s'avère fortement impliquée dans le développement des Treg hautement auto-réactifs. En conclusion, nos résultats attestent d'un contrôle du développement qualitatif des Treg, par des facteurs génétiques, qui instruit en aval l'intensité du processus de recirculation des Treg, et par conséquent module la boucle de rétrocontrôle négative du développement des Treg. Ainsi, nos résultats devraient contribuer à une meilleure appréhension des variations du développement des Treg thymiques, potentiellement impliquées dans la susceptibilité à diverses immuno-pathologies chez la souris et chez l'humain. Les Treg possèdent de nombreuses molécules effectrices afin d'exercer leurs diverses fonctions, dont leurs fonctions immunosuppressives (figure 1) [START_REF] Campbell | Phenotypical and functional specialization of FOXP3+ regulatory T cells[END_REF]Panduro et al., 2016;Smigiel et al., 2014a;[START_REF] Vignali | How regulatory T cells work[END_REF]. Cette pléthore de molécules effectrices permet une adaptation des Treg à chaque situation rencontrée, et préfigure ainsi d'une diversité phénotypique et fonctionnelle de ces cellules en fonctions de la localisation tissulaire, de la fonction prédéfini ou acquise, et du stade développemental. Cette hétérogénéité des Treg s'illustre par diverses descriptions, telle que celle des tTreg et des pTreg. Ces populations sont encore dissociées selon leur localisation et leur fonction avec des Treg dits centraux (cTreg), une population de Treg quiescents, résidants au sein des organes lymphoïdes secondaires et dépendants de l'IL-2 pour leur maintien. Ils sont opposés aux Treg effecteurs (eTreg), la population prédominante dans les tissus non lymphoïdes, dont le maintien et la forte prolifération sont dépendants de la signalisation via le TCR (Fisson et al., 2003;[START_REF] Smigiel | CCR7 provides localized access to IL-2 and defines homeostatically distinct regulatory T cell subsets[END_REF]. Plus récemment, deux sous-populations fonctionnellement distinctes de Treg ont été décrites par le groupe de E. Palmer. Sur la base de l'expression de trois molécules de surface, cette étude identifie une population dite « triple high » exprimant fortement les marqueurs GITR3 , CD254 et PD1 5 , et une population « triple low » les exprimant faiblement (Wyss et al., 2016) Une plus vaste hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle encodée lors du développement thymique des Treg est potentiellement à l'origine des divers rôles de ces cellules en périphérie.

Différents processus au cours du développement thymique façonnent le devenir fonctionnel des Treg, que ce soit via la spécificité et l'affinité de leurs TCR, ou par divers signaux perçus dans le thymus.

Définir avec précision les processus modulant le développement fonctionnel des Treg thymiques, et notamment les acteurs moléculaires et cellulaires impliqués, apparait comme l'un des enjeux majeurs de l'étude de cette population cellulaire cruciale.

Par ailleurs, bien que cet aspect ne sera pas extensivement traité dans ce manuscrit, ces questionnements sont transposables au système immunitaire humain. En effet, de nombreuses études ont soulevé l'hétérogénéité de la population des Treg périphériques chez l'homme [START_REF] Miragaia | Single-Cell Transcriptomics of Regulatory T Cells Reveals Trajectories of Tissue Adaptation Resource Single-Cell Transcriptomics of Regulatory T Cells Reveals Trajectories of Tissue Adaptation[END_REF][START_REF] Miyara | Functional Delineation and Differentiation Dynamics of Human CD4 + T Cells Expressing the FoxP3 Transcription Factor[END_REF][START_REF] Wing | Human FOXP3 + Regulatory T Cell Heterogeneity and Function in Autoimmunity and Cancer[END_REF], bien que leur différenciation thymique soit encore incertaine. Il est à noter les Treg chez l'homme peuvent être identifiés par l'expression de Foxp3 et CD25 comme c'est le cas chez la souris, mais également par la faible expression de CD127 (chaine alpha du récepteur à l'IL -7). De plus, le niveau d'expression de CD45RA permet de définir avec une plus grande précision les populations de Treg, à savoir les Treg naïfs (CD45RA + Foxp3 low ), effecteurs (CD45RA -Foxp3 high ) et une population intermédiaire (CD45RA -Foxp3 low ) [START_REF] Wing | Human FOXP3 + Regulatory T Cell Heterogeneity and Function in Autoimmunity and Cancer[END_REF]. Sur cette base, une étude récente suggère que des SNP auto-immuns sont préférentiellement associées à des pertes de fonctions des Treg identifiés au sein du compartiment naïf, affectant ainsi potentiellement le développement correct de ces cellules au sein du thymus (Ohkura et al., 2020). Ainsi, une meilleure appréciation de l'hétérogénéité des populations de Treg thymiques chez l'homme, et des mécanismes génétiques, moléculaires et cellulaires modulants leur sélection est également crucial.

Dans ce mémoire, je décrirai tout d'abord les principales étapes de la sélection thymique, et l'induction de la tolérance centrale. Puis, j'aborderai avec plus de précision les processus moléculaires et cellulaires impliqués dans le développement des lymphocytes T régulateurs. Finalement je résumerai les facteurs influençant cette sélection des Treg, tels que l'âge, la recirculation des Treg vers le thymus et la génétique. Je présenterai ensuite les résultats obtenus au cours de ma thèse dans l'optique de définir avec plus de précision les mécanismes génétiques, moléculaires et cellulaires régulant le développement et la recirculation des Treg vers le thymus. Au cours d'une dernière partie, je discuterai de ces résultats, des hypothèses établies, et des futures investigations concernant ces processus.

I-Développement des lymphocytes T

Le développement du système lymphocytaire T est un processus faisant intervenir de nombreux acteurs cellulaires et moléculaires à diverses localisations au sein de l'organisme, impliquant des mécanismes de génération extrêmement complexes. Ce développement prend source dans la moelle osseuse, au sein de laquelle émergent les progéniteurs hématopoïétiques. Suite à leur maturation et leur émigration, ces cellules colonisent un organe lymphoïde primaire, le thymus, afin d'y poursuivre leur développement. Le thymus est un organe multilobé, composé de deux zones anatomiquement et fonctionnellement distinctes : un cortex périphérique et une médulla centrale, séparés par une jonction cortico-médullaire richement vascularisée permettant le flux cellulaire entre les thymus et le reste de l'organisme.

Dans ce chapitre seront abordées les principales étapes du développement des lymphocytes T (LT) depuis l'entrée des progéniteurs jusqu'à l'émigration des cellules matures du thymus (figure 2).

1) Immigration des progéniteurs thymiques

La colonisation du thymus par les progéniteurs lymphoïdes est décrite dès 11,5 jours de vie embryonnaire (E11,5) chez la souris et la 8 ème semaine de gestation chez l'homme, et assure une production continue de LT à partir de ces stades. La population cellulaire colonisant le thymus, nommée TSP 6 semble en réalité composée de deux populations différentes, les LMPP (« lymphoidprimed multipotent progenitors ») et de CLP (« common lymphoid progenitors »). En effet, ces deux populations possèdent les récepteurs aux chimiokines nécessaires à la migration vers le thymus (i.e.

CCR9 et CCR7), ainsi que le potentiel pour produire des cellules du lignage T lorsqu'elles sont placées au sein d'un environnement thymique [START_REF] Love | Signal integration and crosstalk during thymocyte migration and emigration[END_REF]. La description de ces progéniteurs précoces reste cependant partielle, notamment de par la difficulté d'analyse que pose le faible nombre de ces cellules dans la circulation et le thymus. Suite à leur entrée dans le thymus au niveau de la jonction cortico-médullaire, les TSP génèrent les précurseurs thymiques précoces : les ETP 7 , la population la plus immature caractérisée dans le thymus [START_REF] Koch | Mechanisms of T Cell Development and Transformation[END_REF][START_REF] Krueger | T Cell Development by the Numbers[END_REF][START_REF] Love | Signal integration and crosstalk during thymocyte migration and emigration[END_REF]. Ces ETP appartiennent à la population hétérogène de DN1 (doubles négatives pour les molécules CD4 et CD8 caractérisant les populations de lymphocytes) et conservent 6 Thymus-settling progenitors 7 Early T-cell progenitors le potentiel de différenciation en cellules dendritiques (DC), macrophages, « natural killer » (NK) et lymphocytes B (LB).

2) Développement précoce et sélection positive

Au cours de leur migration à destination de la zone sous capsulaire du thymus, les DN1 (CD44 + CD25 -), sous l'influence majeure de la signalisation Notch [START_REF] Maillard | Notch and the Immune System[END_REF], se différencient en DN2 (CD44 + CD25 + ) puis en DN3 (CD44 -CD25 + ) pour s'engager définitivement dans un lignage T restreint. Au cours de cette transition du stade DN2 vers le stade DN3, les thymocytes initient le réarrangement somatique des loci des gènes du TCR (TCRb, TCRg et TCRd). Les DN3 poursuivent ce réarrangement, impliqué par ailleurs dans la divergence entre les lignages gd et ab. La terminaison du réarrangement du locus TCRb permet d'atteindre un checkpoint développemental : la sélection b.

A ce stade, la chaine b correctement réarrangée est exprimée et associée à une chaine invariante pTa, ce qui permet la signalisation via ce pré-TCR, de façon autonome et indépendante d'un ligand. Cette signalisation active l'exclusion allélique de la seconde copie du gène tcrb, une prolifération intense et la transition vers le stade DN4 (CD44 -CD25 -) [START_REF] Yamasaki | Molecular basis for pre-TCR-mediated autonomous signaling[END_REF]. Les DN4 entament alors leur migration retour vers la médulla thymique, au cours de laquelle les cellules débutent l'expression de CD4 et CD8 transitant vers le stade double positif CD4 + CD8 + (DP).

A ce stade, la réexpression des gènes Rag 8 initie la recombinaison du locus Tcra (TCRa). Suite à ce réarrangement, les thymocytes seront aptes à exprimer à leur surface une molécule complète de 8 Recombination activating genes TCRab. Le processus de réarrangement aléatoire (des segments V, (D), et J) des gènes Tcra et Tcrb, l'ajout des nucléotides N et P aux points de jonction, ainsi que l'association des chaines a et b génèrent un répertoire TCR théoriquement immensément diverse, estimé entre 10 12 et 10 15 TCRab potentiels [START_REF] Nikolich-Žugich | The many important facets of T-cell repertoire diversity[END_REF]) (figure 3). Cette vaste diversité confère à la population des LT un très large spectre de spécificités, permettant la reconnaissance, de façon clonale, de nombreux antigènes, et de ce fait de nombreux pathogènes. Cependant, le caractère aléatoire de ce processus conduit à la génération d'un grand nombre de clones TCR incapables d'interagir correctement avec les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH), un mode d'interaction essentiel à l'activation correcte et contrôlée des LT. Afin d'éliminer ces cellules inaptes à interagir avec le CMH du soi, les DP sont soumis à un processus de sélection drastique : la sélection positive. Au cours de cette sélection, seuls les DP ayant la capacité de former cette interaction avec un complexe CMH-peptide présenté par les cellules épithéliales thymiques corticales (cTEC) intègreront des signaux de survie [START_REF] Klein | Antigen presentation in the thymus for positive selection and central tolerance induction[END_REF]. Les cellules exprimant des TCR « non utiles » (ou n'exprimant pas de TCR complet), i.e.

incapables d'interagir à ce stade, dont la proportion est estimée entre 65 et 70%, mourront par négligence [START_REF] Sawicka | From pre-DP, post-DP, SP4, and SP8 thymocyte cell counts to a dynamical model of cortical and medullary selection[END_REF][START_REF] Stritesky | Murine thymic selection quantified using a unique method to capture deleted T cells[END_REF] ou comme l'a suggéré le groupe de H. von

Boehmer, continueront de réarranger le TCRa jusqu'à ce qu'un TCR permettant la sélection positive soit produit et exprimé [START_REF] Boehmer | Checkpoints in lymphocyte development and autoimmune disease[END_REF][START_REF] Borgulya | Exclusion and Inclusion of alpha and beta T Cell Receptor Alleles[END_REF].

3) Choix du lignage CD4 vs CD8

Durant cette étape de sélection positive, les DP coexpriment, par définition, les molécules CD4 et CD8, aussi qualifiés de corécepteurs, dont la fonction est de stabiliser l'interaction TCR-peptide-CMH en interagissant avec les molécules CMH-II et I respectivement ; ainsi que de permettre la signalisation via le TCR en rapprochant la tyrosine-kinase p56 lck . Les DP sont soumis à un choix de lignage clé, permettant la différenciation de ces cellules en LT simple positifs CD4 + classiquement appelés Thelpers ou CD8 + appelés Tcytotoxiques (CD4SP ou CD8SP), et cela de façon dépendante du signal TCR reçu. De nombreux modèles ont été proposés afin d'expliquer ce choix crucial, récapitulés dans la revue de Singer, Adoro et Park [START_REF] Singer | Lineage fate and intense debate: Myths, models and mechanisms of CD4-versus CD8-lineage choice[END_REF]. Un modèle consensus de cinétique de signalisation (« kinetic signaling model ») est proposé par Singer et collègues sur les bases de la littérature et semble à ce jour en vigueur (figure 4). En résumé, quelle que soit la spécificité du TCR, le signal de sélection positive reçu par les DP induit l'arrêt de l'expression du gène Cd8, menant les cellules à présenter un phénotype CD4 + CD8 low . A cette étape, un signal TCR persistant bloque la réception d'un signal cytokinique via le récepteur à IL-7, et induit la différenciation en CD4SP. En revanche, l'arrêt de la signalisation TCR, provoqué par la perte de l'expression de CD8, permet l'intégration du signal issu de l'IL-7R, qui aboutira à l'arrêt de l'expression de Cd4 et la reprise d'expression de Cd8, et de cette façon à la différenciation en CD8SP. Par diverses approches, notamment en restreignant l'expression du CMH-I et II aux cTEC, diverses études démontrent que la sélection positive est spécifique du cortex et dépend des cTEC. En revanche, elle est indépendante des TEC médullaires (mTEC) et du compartiment hématopoïétique [START_REF] Capone | Dissociation of thymic positive and negative selection in transgenic mice expressing major histocompatibility complex class I molecules exclusively on thymic cortical epithelial cells[END_REF][START_REF] Cosgrove | The thymic compartment responsible for positive selection of CD4+ T cells[END_REF][START_REF] Laufer | Unopposed positive selection and autoreactivity in mice expressing class II MHC only on thymic cortex[END_REF][START_REF] Markowitz | Class II-positive hematopoietic cells cannot mediate positive selection of CD4+ T lymphocytes in class II deficient mice[END_REF]. Ainsi, suite à la sélection positive, deux populations distinctes divergent et poursuivront leur maturation : les thymocytes CD8SP, et les thymocytes CD4SP sur lesquels sera focalisée la suite de ce manuscrit.

A-B-FIGURE 4 DEVELOPPEMENT THYMIQUE DES LYMPHOCYTES T ET CHOIX DU LIGNAGE CD4 OU CD8

Issue de [START_REF] Singer | Lineage fate and intense debate: Myths, models and mechanisms of CD4-versus CD8-lineage choice[END_REF]. A. progression développementale de thymocytes. Les thymocytes progressent par les stades doubles négatifs (DN), doubles positifs (DP) puis simples positifs (SP) sur la base de l'expression des molécules CD4 et CD8.

Les thymocytes DP exprimant un TCR utile reçoivent un signal TCR afin de passer la sélection positive et deviennent CD4 + CD8 low , qui se différencient ensuite en CD4SP ou CD8SP. B. Modèle de signal cinétique. Indépendamment de la spécificité de leur TCR, le signal de sélection positive induit l'arrêt de l'expression du gène Cd8 et dirige les DP vers le stade CD4 + CD8 low . Si le signal TCR persiste, la signalisation par l'IL-7R est bloquée, ce qui résulte en la différenciation en CD4SP.En revanche, si le signal TCR cesse, l'intégration du signal IL-7 induit l'expression de RUNX3 qui bloque l'activité de Th-POK et ainsi l'expression du gène Cd4, et induit la réexpression de CD8 menant ainsi à la différenciation en CD8SP. En effet, le processus de réarrangement du TCR précédemment évoqué produit de nombreux récepteurs dont l'expression permet aux thymocytes de passer la sélection positive. Cependant, cette grande diversité générée de façon aléatoire a également pour conséquence de produire des cellules aux TCR certes capables d'interagir avec les complexes CMH-peptide du soi, mais qui plus est de reconnaitre des antigènes dits « du soi » avec une grande affinité une fois dans la périphérie. Qu'ils soient ubiquitaires de l'organisme, ou spécifiques des tissus (TSA), la reconnaissance de ces antigènes par des LT pourrait être néfaste et déclencher une réponse auto-immune. Afin de pallier ce problème, un processus dit de « tolérance centrale » est mis en place afin de générer un répertoire Tconv « tolérant au soi ». Ce processus a pour but d'éliminer le danger de l'auto-réactivité des Tconv en purgeant notre organisme des LT auto-spécifiques néfastes via deux mécanismes : une élimination des cellules par sélection négative, et un mécanisme de déviation conduisant à la différenciation en un lignage alternatif : les lymphocytes T régulateurs (cf. chapitre II-) (figure 5).

b-La sélection négative : quelle localisation ?

Le principe d'élimination clonale des lymphocyte auto-réactifs a été proposé par F.M. Burnett en 1959 [START_REF] Burnett | The clonal selection theory of acquired immunity[END_REF]. Toutefois, ce n'est qu'à la fin des année 1980, qu'une série d'articles a posé les bases de l'étude de la tolérance thymique et pu démontrer l'existence d'une sélection négative thymique, parfois qualifiée de tolérance récessive [START_REF] Hengartner | Deletion of self-reactive T cells before entry into the thymus medulla[END_REF][START_REF] Kappler | T cell tolerance by clonal elimination in the thymus[END_REF][START_REF] Kappler | Self-tolerance eliminates T cells specific for Mls-modified products of the major histocompatibility complex[END_REF]Kisielow et Mort par négligence
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Adaptée de [START_REF] Takada | Positive-Selection-Inducing Self-Peptides Displayed by Cortical Thymic Epithelial Cells[END_REF]. Le devenir des thymocytes lors du développement est conditionné par la reconnaissance de complexes CMH-peptides par leurs TCR. Les thymocytes ne reconnaissant pas un peptide via leur TCR meurent par négligence. Les ligands reconnus avec une faible et une très forte affinité induisent la sélection positive et négative respectivement. La disponibilité en peptide influe sur l'avidité de l'interaction CMH-peptide-TCR, ce qui définit le devenir de la cellule lorsque l'affinité du TCR est à la limite des seuils de sélection. L'interaction de forte affinité d'un thymocyte avec son ligand agoniste tend à induire la différenciation en un lignage non conventionnels tel que les lymphocytes T régulateurs ou les lymphocytes CD8aa. al., 1988;[START_REF] Macdonald | T -cell receptor V11 use predicts reactivity and tolerance to Mls" -encoded antigens[END_REF]. Essentiellement basés sur la détection de TCR éliminés par interaction avec des super-antigènes (sAg), ou des TCR transgéniques (TCRtg), ces différentes études initient le concept de sélection négative, sans pour autant parvenir à un consensus quant à la localisation de ce processus. Différents facteurs confondants ont pu s'appliquer, à savoir la localisation des cellules exprimant l'antigène en question, le niveau d'expression du TCRtg qui sont souvent non physiologiques, tout comme le stade développemental (souvent trop précoce) auquel celui-ci est exprimé [START_REF] Baldwin | The timing of TCRalpha expression critically influences T cell development and selection[END_REF]. Depuis, l'induction de la tolérance au soi des LT par sélection négative est principalement décrite au sein de la médulla. Cependant plusieurs études révèlent que ce processus de sélection négative est bel et bien fortement actif dans le cortex. En effet, outre la grande quantité de cellules éliminées par négligence lors de la sélection positive, plusieurs groupes ont démontré, via différentes approches, qu'une fraction de la sélection négative thymique prenait place dans le cortex [START_REF] Daley | Helios marks strongly autoreactive CD4 + T cells in two major waves of thymic deletion distinguished by induction of PD-1 or NF-κB[END_REF][START_REF] Stritesky | Murine thymic selection quantified using a unique method to capture deleted T cells[END_REF]. En utilisant un modèle de souris doublemutantes, à savoir portant une déficience de la molécule pro-apoptotique Bim 9 , permettant la survie des cellules destinées, par sélection négative, à l'apoptose, combinée à un transgène Nur77 10 -GFP 11 permettant de mesurer la force du signal TCR intégré par les cellules et ainsi d'identifier les cellules ayant reçu un très fort signal, Stritesky et collègues quantifient les cellules normalement éliminées en condition sauvage (WT 12 ). En outre, ces études révèlent qu'une majorité de la sélection négative thymique prendrait place dans le thymus, lors de la transition du stade DP vers le stade SP, parmi les cellules ayant passé l'étape de sélection positive (post-DP). L'application d'un modèle mathématique à ces données a permis d'extraire plusieurs quantifications surprenantes : au stade dénommé pré-DP, seulement 34% des cellules passent au stade post-DP (66% meurent par négligence). 91,7% des post-DP seraient soumis à une sélection négative dans le cortex, contre 8,6% au stade CD4SP dans la médulla [START_REF] Sawicka | From pre-DP, post-DP, SP4, and SP8 thymocyte cell counts to a dynamical model of cortical and medullary selection[END_REF][START_REF] Stritesky | Murine thymic selection quantified using a unique method to capture deleted T cells[END_REF]. Ces conclusions posent la question du type de cellules présentatrices d'antigènes (CPA) impliquées dans ce processus et des antigènes permettant cette suppression clonale. Lors de précédentes investigations, plusieurs groupes ont révélé que seules, les cTEC n'induisent pas une tolérance au soi du compartiment LT [START_REF] Capone | Dissociation of thymic positive and negative selection in transgenic mice expressing major histocompatibility complex class I molecules exclusively on thymic cortical epithelial cells[END_REF][START_REF] Laufer | Unopposed positive selection and autoreactivity in mice expressing class II MHC only on thymic cortex[END_REF], et à l'aide d'un modèle TCRtg, McCaughtry et collègues ont soulevé une inefficacité des cTEC à induire cette apoptose. En revanche, celle-ci serait en lien avec une interaction des thymocytes avec des DC localisées dans le cortex [START_REF] Mccaughtry | Clonal deletion of thymocytes can occur in the cortex with no involvement of the medulla[END_REF][START_REF] Melichar | Distinct Temporal Patterns of T Cell Receptor Signaling During Positive Versus Negative Selection in Situ[END_REF]. Ces auteurs, de par leurs modèles de TCRtg, suggèrent que cette sélection négative corticale serait principalement liée à des antigènes ubiquitaires. Bien que l'ensemble de ces modèles utilisent un ou plusieurs transgènes, entrainant l'accumulation d'un grand nombre de thymocytes (Bim -/-) ou de cellules ayant une spécificité limitée (TCRtg), une récente analyse à l'échelle d'un répertoire polyclonal de souris WT arrive aux mêmes conclusions. Par la détection de la caspase 3 clivée dans les cellules ayant reçu un signal TCR, les auteurs confirment que 78% des cellules en cours d'apoptose par sélection négative ont une localisation corticale, impliquant toutefois les CPA d'origine hématopoïétique dans seulement 40 à 45 % de ce mécanisme [START_REF] Breed | Measuring Thymic Clonal Deletion at the Population Level[END_REF].

Malgré l'aspect visiblement prépondérant de la sélection négative corticale d'un point de vue quantitatif, les études démontrant qu'un défaut de sélection médullaire est responsable d'importantes pathologies auto-immunes sont nombreuses. En effet, un défaut de migration des CD4SP du cortex vers la médulla, par une déficience de l'axe CCR7-CCL19/21, conduit à l'export précoce des thymocytes et autorise l'émigration de cellules réactives vis-à-vis d'antigènes du soi, induisant des exocrinopathies auto-immunes [START_REF] Kurobe | CCR7-dependent cortex-to-medulla migration of positively selected thymocytes is essential for establishing central tolerance[END_REF]. Ainsi, la transition du cortex vers la médulla semble indispensable à l'aboutissement de la tolérance centrale. Cette conclusion est également appuyée par de nombreuses études dans lesquelles un défaut d'organisation de la médulla [START_REF] Boehm | Thymic medullary epithelial cell differentiation, thymocyte emigration, and the control of autoimmunity require lympho-epithelial cross talk via LTβR[END_REF] ou du développement des mTEC [START_REF] Akiyama | Dependence of self-tolerance on TRAF6-directed development of thymic stroma[END_REF][START_REF] Akiyama | The Tumor Necrosis Factor Family Receptors RANK and CD40 Cooperatively Establish the Thymic Medullary Microenvironment and Self-Tolerance[END_REF][START_REF] Hikosaka | The Cytokine RANKL Produced by Positively Selected Thymocytes Fosters Medullary Thymic Epithelial Cells that Express Autoimmune Regulator[END_REF][START_REF] Irla | Autoantigen-Specific Interactions with CD4+ Thymocytes Control Mature Medullary Thymic Epithelial Cell Cellularity[END_REF] conduit également à diverses manifestation auto-immunes.

Le processus de tolérance centrale semble dédoublé quant à sa localisation. Une première vague de sélection négative concernant préférentiellement des antigènes ubiquitaires aurait massivement lieu dans le cortex, alors qu'une seconde vague de tolérance aux TSA, tout aussi indispensable et couplée à une déviation clonale vers le lignage Treg (cf. chapitre II-), aurait lieu dans la médulla thymique.

c-Les cellules présentatrices de l'antigène impliquées

Comme évoqué précédemment, ces différentes localisations, ainsi que la variété des antigènes du soi mis en jeu au cours de ce processus, impliquent la mobilisation de différents sous-types de CPA. Ces dernières sont classables en deux catégories, à savoir les cellules épithéliales (TEC) et les cellules d'origine hématopoïétique. Ce pool de cellules hématopoïétiques capable de présentation antigénique recensés dans le thymus est divers, composé notamment de DC, de LB et de macrophages. Chacune de ces cellules stromales, qu'elle soit d'origine hématopoïétique ou non, contribue à son échelle au processus de tolérance centrale, que ce soit de façon autonome ou en synergie avec d'autres.

Afin d'identifier le type de cellules stromales pouvant induire la sélection négative, plusieurs équipes ont eu recours à des chimères hématopoïétiques. Notamment, Marrack et collaborateurs ont réalisés des chimères de moelle osseuse en prenant avantage du modèle expérimental de la délétion des thymocytes Vb17 + par les sAg présentés par les molécule de CMH de classe-II « IE » [START_REF] Marrack | The Effect of Thymus Environment Development and Tolerance on T Cell[END_REF]. Ainsi, les souris chez lesquelles l'expression de IE était restreinte aux cellules d'origine hématopoïétique (dont la répartition est majoritairement médullaire) présentaient une bonne tolérance par délétion des clones Vb17 + . En revanche, l'expression d'IE par les cellules épithéliales n'induisait pas de délétion. Par la suite, l'utilisation d'un modèle expérimental permettant l'expression du CHM uniquement par les cTEC (i.e. souris déficientes en CMH et transgéniques pour l'expression du CMH sous le contrôle du promoteur K14 13 humain spécifique des cTEC) a permis de démontrer l'existence d'une sélection positive normale dans ce cas, mais un défaut de sélection négative, confirmant la nécessité de présentation antigénique par les cellules hématopoïétiques et les mTEC pour induire la tolérance [START_REF] Laufer | Unopposed positive selection and autoreactivity in mice expressing class II MHC only on thymic cortex[END_REF]. Cette approche confirme également l'aspect séquentiel et anatomiquement séparé de la sélection positive puis de la sélection négative des lymphocytes. En 1997, afin de quantifier l'intensité de la sélection négative, van Meerwijk et collaborateurs utilisent un système de chimères hématopoïétiques pour lesquelles des souris receveuses WT sont reconstituées avec de la moelle CMH de classe-I et/ou II déficiente [START_REF] Van Meerwijk | Quantitative impact of thymic clonal deletion on the T cell repertoire[END_REF]. Les auteurs ont ainsi pu observer que chez ces souris, l'absence de présentation antigénique par les cellules d'origine hématopoïétique résulte en une forte augmentation du pourcentage de CD4SP, démontrant ainsi un rôle majeur des hématopoïétiques dans le processus de sélection négative. Ainsi, la contribution des mTEC lors de la sélection négative semble poser question. La fonction de ces cellules lors de la sélection négative est plus ardue à évaluer que celle des cellules hématopoïétiques, bien que souvent décrite comme très peu efficace pour l'induction de la délétion des thymocytes auto-spécifiques [START_REF] Anderson | Differential Effects of Peptide Diversity and Stromal Cell Type in Positive and Negative Selection in the Thymus[END_REF][START_REF] Ramsdell | A Nondeletional Mechanism of Thymic Self Tolerance[END_REF].

L'importance majeure des mTEC fut mise en lumière au début des année 2000. En effet, historiquement, la tolérance centrale ou intra-thymique est décrite pour les antigènes ubiquitaires, opposée à la tolérance aux antigènes du soi restreints aux tissus. Par définition, ces antigènes tissulaires spécifiques étant à priori exprimés uniquement dans les tissus, cette tolérance fut longtemps décrite comme un mécanisme périphérique, via divers processus extra-thymiques.

Cependant, à la fin des années 1990, plusieurs équipes ont individuellement observées l'expression d'antigènes spécifiques de différents tissus (cerveau, pancréas, oeil, thyroïde, peau…) au sein du thymus, comme résumé par L. [START_REF] Klein | Self-antigen presentation by thymic stromal cells : a subtle division of labor[END_REF]. Cette même équipe confirme peu après que cette expression ectopique de TSA est une spécificité des mTEC [START_REF] Derbinski | Promiscuous gene expression in medullary thymic epithelial cells mirrors the peripheral self[END_REF]. Peu après, sur les bases de la découverte en 1997 chez l'homme du gène AIRE 14 , dont des mutations sont responsables de la pathologie auto-immune APECED (ou APS-1), une pathologie auto- 13 Kératine 14

immune poly-endocrine [START_REF] Aaltonen | An autoimmune disease, APECED, caused by mutations in a novel gene featuring two PHD-type zinc-finger domains[END_REF][START_REF] Nagamine | Positional cloning of the APECED gene[END_REF], les groupes de D. Mathis & C.

Benoist et de C. Goodnow établissent le rôle majeur du facteur de transcription Aire dans l'expression des TSA par les mTEC [START_REF] Anderson | Projection of an Immunological Self Shadow Within the Thymus by the Aire Protein[END_REF][START_REF] Liston | Aire regulates negative selection of organ-specific T cells[END_REF]. En effet, les souris déficientes pour Aire présentent un défaut majeur de sélection négative, lié à une diminution substantielle de l'expression des TSA. Ceci résulte en de nombreuses manifestations auto-immunes affectant de multiples organes. Ces études révèlent ainsi un rôle primordial des mTEC dans l'induction de la tolérance au soi en exprimant, via le facteur de transcription Aire, des TSA de façon ectopique.

Toutefois, des études ont pu révéler que l'expression des TSA n'est pas totalement abolie chez les souris Aire déficientes [START_REF] Derbinski | Promiscuous gene expression in thymic epithelial cells is regulated at multiple levels[END_REF]. Plus récemment, un groupe japonais a démontré l'implication d'un second facteur de transcription dans l'expression de TSA : Fezf2 [START_REF] Takaba | Fezf2 Orchestrates a Thymic Program of Self-Antigen Expression for Immune Tolerance Article Fezf2 Orchestrates a Thymic Program of Self-Antigen Expression for Immune Tolerance[END_REF].

Les auteurs révèlent ici qu'une grande proportion des mTEC expriment ce facteur de transcription, dont les mTEC high (CD80 high CMH-II high ), la sous population exprimant Aire et étant impliquée dans la sélection négative. Takaba et collègues observent également une non redondance des deux facteurs de transcription qui contrôlent des groupes de TSA distincts, et induisent, lorsqu'ils sont absents, des manifestations auto-immunes ciblant des organes différents. Ainsi, l'expression d'un grand nombre de gènes de façon ectopique par les mTEC (près de 4000 [START_REF] Sansom | Population and single-cell genomics reveal the Aire dependency , relief from Polycomb silencing , and distribution of self-antigen expression in thymic epithelia[END_REF]) permet l'induction de la tolérance centrale efficace vis-à-vis des antigènes du soi restreint aux tissus. Toutefois, bien que les mTEC représentent une des populations cellulaires exprimant le plus de gènes [START_REF] Sansom | Population and single-cell genomics reveal the Aire dependency , relief from Polycomb silencing , and distribution of self-antigen expression in thymic epithelia[END_REF], il est démontré que cette expression n'est pas uniforme. Plutôt, l'expression des TSA par les mTEC adopte un profil souvent décrit comme « mosaïque », lié au fait que seulement 1 à 3% des mTEC expriment un TSA donné, que ce soit à l'échelle protéique ou transcriptomique [START_REF] Derbinski | Promiscuous gene expression in medullary thymic epithelial cells mirrors the peripheral self[END_REF][START_REF] Derbinski | Promiscuous gene expression patterns in single medullary thymic epithelial cells argue for a stochastic mechanism[END_REF]. La façon dont cette expression est régulée reste à ce jour incertaine, pouvant paraitre aléatoire, bien que des groupes de TSA régulièrement coexprimés soient identifiés, un phénomène probablement liés à des réorganisations épigénétiques de la chromatine [START_REF] Brennecke | Single-cell transcriptome analysis reveals coordinated ectopic gene-expression patterns in medullary thymic epithelial cells[END_REF][START_REF] Meredith | Aire controls gene expression in the thymic epithelium with ordered stochasticity[END_REF]. Malgré cette expression « mosaïque », un faible nombre de mTEC semble suffisant pour couvrir la majorité des TSA connus, puisque seulement 204 cellules suffisent à couvrir la quasi-totalité des gènes du génome et des TSA dans ces études.

Ainsi, outre les DC, les mTEC ont un rôle essentiel dans la mise en place de la tolérance centrale. Mais quelle est la contribution relative de ces deux populations à ce processus ? Et de quelles façons les mTEC, qui bien qu'exprimant les TSA semblaient inefficaces pour d'induire la sélection négative, contribuent à ce processus ?

Les preuves sur lesquelles sont basées les conclusions décrivant les mTEC comme des CPA peu efficaces datent pour la plupart d'une époque à laquelle l'étude de la sélection négative se faisait par analyse de la délétion liée aux sAg, en utilisant des chimères hématopoïétiques. Toutefois, plus récemment, suite à la découverte de l'expression de l'expression ectopique des TSA et grâce à l'émergence de nouveaux outils comme des modèles TCRtg couplés à l'expression de néo-antigènes et des modèles mimant une expression des antigènes plus raffinée, de nouvelles études ont revisité ce concept. Une hypothèse envisagée pour expliquer la contribution des mTEC, via Aire, à la sélection thymique est le transfert d'antigènes à une population de CPA plus efficace pour induire la sélection négative, à savoir les DC, notamment évoqué dès 1994 [START_REF] Humblet | Presentation and intercellular transfer of self antigen within the thymic microenvironment: expression of the Eα peptide-l-Ab complex by isolated thymic stromal cells[END_REF] . Dans ce sens, A. [START_REF] Taniguchi | Detection of an autoreactive T-cell population within the polyclonal repertoire that undergoes distinct autoimmune regulator (Aire)mediated selection[END_REF]. Plusieurs mécanismes sont suggérés pour expliquer ce transfert d'antigènes, dont notamment la capture d'Ag à partir de débris apoptotiques, l'acquisition de molécules de CMH intactes par les DC [START_REF] Millet | Intercellular MHC transfer between thymic epithelial and dendritic cells[END_REF], le transfert via des exosomes [START_REF] Skogberg | Exosomes in the thymus: Antigen transfer and vesicles[END_REF] ou encore la trogocytose (Romagnoli et al., 2005).

Une coopération entre mTEC et CPA d'origine hématopoïétique semble donc s'opérer afin de mettre en place une sélection négative optimale. Cette description est également appuyée par le fait que l'expression de Aire confère aux mTEC la capacité de produire la chimiokine XCL-1, permettant l'attraction d'une population de DC exprimant le récepteur XCR-1 [START_REF] Lei | Aire-dependent production of XCL1 mediates medullary accumulation of thymic dendritic cells and contributes to regulatory T cell development[END_REF]. En théorie, cette diffusion des TSA produits par les mTEC augmenterait la probabilité d'interaction d'un lymphocyte T auto-spécifique avec une CPA présentant l'antigène en question ; et permettrait d'avoir recours à une CPA plus efficace pour induire la sélection négative. Bien que cette coopération semble relativement efficace, des études ont investigué le potentiel rôle autonome de mTEC dans le processus de sélection négative, partiellement évoqué par les résultats de Gallegos et Bevan précédemment décrits.

Du fait de l'importance du cross-talk entre thymocytes et mTEC dans la maturation de ces dernières impliquant l'interaction TCR-CMH [START_REF] Lopes | Thymic crosstalk coordinates medulla organization and T-cell[END_REF] (qui ne sera pas traité extensivement dans ce mémoire), l'utilisation de souris ayant des mTEC déficientes en CMH-II n'est pas un modèle acceptable.

Afin de contourner ce problème, Hinterberger et collègues ont développé un modèle de souris chez lesquelles l'expression du CMH-II par les mTEC est réduite à 10% de son niveau physiologique (C2TAkd), permettant un développement normal des mTEC et de la médulla thymique [START_REF] Hinterberger | Autonomous role of medullary thymic epithelial cells in central CD4 + T cell tolerance[END_REF]. résidentes du thymus, des DC migratoires Sirpa + 19 provenant de la périphérie, ainsi que des DC plasmacytoïdes PDCA1 +20 (pDC) [START_REF] Klein | Positive and negative selection of the T cell repertoire: What thymocytes see (and don't see)[END_REF]. La contribution de ces trois sous-populations de DC lors de la sélection négative et du développement Treg sera évoquée ultérieurement (cf. chapitre II-).

Outre la diversité des DC, de récentes études se penchent sur la diversité au sein de la population de cellules épithéliales thymiques médullaires. Brièvement, deux articles publiés simultanément dans Nature en 2018 caractérisent un sous-population de cellules épithéliales thymique ayant des caractéristiques morphologiques et moléculaires particulières [START_REF] Bornstein | Single-cell mapping of the thymic stroma identifies IL-25-producing tuft epithelial cells[END_REF][START_REF] Miller | Thymic tuft cells promote an IL-4-enriched medulla and shape thymocyte development[END_REF][START_REF] Nevo | Tuft cells : From the mucosa to the thymus[END_REF] Ces cellules sont-elles présentes dans le thymus et jouent-elles un rôle lors de l'induction de la tolérance centrale ? Plusieurs équipes ont abordé ces questions.

Les lymphocytes B, bien que moins étudiés que les DC, représentent une fraction importante des cellules « non-LT » du thymus. En effet, la population de LB est estimée à 0,3% de cellules thymiques, contre 0,5% pour les DC (Yamano et al., 2015a). Leur origine semble hétérogène, à la fois issue d'un développement intra-thymique à partir des ETP ayant conservé un potentiel pour le lignage B, ainsi que d'une migration depuis la périphérie. Les souris déficientes en LB semblent pourvues d'un compartiment CD4SP plus large (Yamano et al., 2015b) ; et différentes études ont démontré la capacité des LB à induire la sélection négative. Notamment, l'expression du CMH I-E restreinte aux LB sous le contrôle du promoteur de CD19 induit l'élimination de CD4SP spécifiques (mais pas des CD8) [START_REF] Kleindienst | Functional comparison of thymic B cells and dendritic cells in vivo[END_REF]. Par ailleurs, les LB participent à l'élimination des CD4SP auto-spécifiques dans des modèles TCRtg (2D2 et KRN) reconnaissant le peptide MOG35-55 21 (Frommer and Waisman, 19 Signal regulatory protein alpha 20 Plasmacytoid dendritic cell antigen 1 21 Peptide dérivé de la glycoprotéine de myéline des oligodendrocytes 2010) ou l'antigène du soi GPI22 exprimés spécifiquement par les LB [START_REF] Perera | Autoreactive thymic B cells are efficient antigen-presenting cells of cognate self-antigens for T cell negative selection[END_REF]. Récemment, le groupe de L. Klein a confirmé que les LB émigrant depuis la périphérie vers le thymus sont stimulés par les LT auto-réactifs via l'axe CD40-CD40L [START_REF] Fujihara | T Cell -B Cell Thymic Cross-Talk: Maintenance and Function of Thymic B Cells Requires Cognate CD40 -CD40 Ligand Interaction[END_REF]. Cette stimulation induit la maturation des LB et une programmation pour la présentation antigénique avec l'expression du CMH-II, de la molécule de costimulation CD80 et de façon particulièrement intéressante du facteur de transcription Aire (Yamano et al., 2015b [START_REF] Miyazaki | The role of macrophages in antigen presentation and T cell tolerance[END_REF][START_REF] Volkmann | Antigen-presenting cells in the thymus that can negatively select MHC class II-restricted T cells recognizing a circulating self antigen[END_REF]. Toutefois, au sein d'un modèle de culture de thymus foetaux (FTOC 23 ), l'ajout de macrophages aux thymï induit l'élimination d'un partie des CD4SP [START_REF] Guerri | Analysis of APC Types Involved in CD4 Tolerance and Regulatory T Cell Generation Using Reaggregated Thymic Organ Cultures[END_REF]. Plus récemment, Lopes et collègues ont démontré la capacité des macrophages chargés avec l'OVA323-339 à éliminer les LT OT-II après transfert in vivo [START_REF] Lopes | Lymphotoxin α fine-tunes T cell clonal deletion by regulating thymic entry of antigen-presenting cells[END_REF]. Bien que l'implication de ces cellules lors de l'élimination clonale dans un contexte physiologique reste incertaine, ces données suggèrent que les macrophages en possèdent la capacité.

D'un point de vue pratique, la diversité des populations cellulaires impliquées lors de ce processus de sélection pourrait avoir plusieurs fonctions. D'une part, celle-ci contribuerait à couvrir l'ensemble du répertoire des peptides nécessitant un processus de tolérance ; et cela en recoupant les divers « ligandomes » de chaque population, avec par exemple l'apport d'antigènes liés aux réponses immunitaires périphérique et aux commensaux par les cellules migratoires, LB, DC et pDC [START_REF] Santamaria | Antigen-presenting cells and T-lymphocytes homing to the thymus shape T cell development[END_REF] (figure 6). Les différentes capacités de présentation antigénique et la collaboration entre mTEC et DC quant à elles pourraient réguler les multiples destins de thymocytes auto-réactifs, à savoir l'élimination, l'anergie ou la différenciation en Treg.

5) Export thymique et « recent thymic emigrants »

Lors du développement thymique, le processus de sélection négative, que ce soit dans le cortex ou la médulla, permet de filtrer la population de lymphocytes T en cours de maturation. Via divers acteurs cellulaires, ce processus conduit à la formation d'un répertoire mature tolérant au soi apte à émigrer du thymus afin d'exercer sa fonction en périphérie. Cet export vers la périphérie met en jeu un gradient de la chimiokine sphingosine 1 phosphate (S1P), croissant du thymus vers la circulation sanguine, permettant l'attraction des LT matures exprimant le récepteur S1P1 [START_REF] Matloubian | Lymphocyte egress from thymus and peripheral lymphoid organs is dependent on S1P receptor 1[END_REF]. Cet export doit être finement régulé afin de permettre la sortie uniquement des thymocytes matures ayant été soumis aux différents processus de sélection, une émigration estimée de 4 à 5 jours après le passage au stade CD4SP et CD8SP (McCaughtry et al., 2007). Selon le modèle actuellement admis, suite à un signal TCR récent comme celui reçu lors de la sélection positive, l'activation de AKT 24 induit la diminution d'activité de Foxo125 par phosphorylation.

La diminution de cette activité empêche l'expression de KLF2 26 , un régulateur clé de l'expression de S1P1 [START_REF] Carlson | Kruppel-like factor 2 regulates thymocyte and T-cell migration[END_REF]. Cette signalisation TCR permet également l'expression de CD69 qui semble réguler négativement la présence à la surface cellulaire de S1P1. Une fois les étapes de sélection achevées et les LT non auto-réactifs devenus matures, la signalisation TCR n'a plus lieu, conduisant à l'activation de Foxo1, de KLF2 et ainsi à l'expression de S1P1. Via l'axe chimiotactique S1P-S1P1, les LT migrent ainsi vers la jonction cortico médullaire richement vascularisée et émigrent du thymus (figure 7) [START_REF] Love | Signal integration and crosstalk during thymocyte migration and emigration[END_REF].

2 et figure
Une fois dans la périphérie, ces cellules récemment émigrées du thymus (RTE 27 ) restent phénotypiquement discernables de la population de LT issue de vagues de développement antérieures. Il est en effet démontré que le processus de maturation n'est pas terminé au moment de l'émigration thymique. L'analyse des RTE révèle que ces cellules prolifèrent moins bien que les cellules non RTE (matures mais naïves) en réponse à une stimulation, et que ceci est principalement dû à un défaut de production et de capture d'IL-2, liée à une plus faible induction de l'expression de CD25.

Ainsi, les RTE subissent différentes étapes de maturation phénotypique et fonctionnelle en périphérie afin de devenir pleinement compétents [START_REF] Boursalian | Continued maturation of thymic emigrants in the periphery[END_REF].

6) Tolérance périphérique et cellules suppressives

Bien qu'extrêmement élaborée et efficace, la tolérance centrale par sélection négative ne parvient pas à purger le système immunitaire de l'ensemble des LT ayant une spécificité au soi. Ainsi, un certain nombre de cellules échappent à la sélection [START_REF] Bouneaud | Impact of Negative Selection on the T Cell Repertoire Reactive to a Self-Peptide[END_REF][START_REF] Liu | Low Avidity Recognition of Self-Antigen by T Cells Permits Escape from Central Tolerance[END_REF][START_REF] Yu | Clonal Deletion Prunes but Does Not Eliminate Self-Specific alpha beta CD8+ T Lymphocytes[END_REF] l'antigène ou par induction d'anergie par exemple [START_REF] Mueller | Mechanisms maintaining peripheral tolerance[END_REF][START_REF] Xing | T-Cell Tolerance : Central and Peripheral[END_REF].

L'ignorance est un mécanisme passif correspondant à l'exclusion physique des LT naïfs du tissus au sein duquel est exprimé un TSA ; qui peut toutefois être brisé en cas de rupture de l'étanchéité du tissu [START_REF] Miller | Effect of neonatal thymectomy on the immunological responsiveness of the mouse[END_REF]. Par la suite, en 1969, Y. Nishizuka et T.

Sakakura observent qu'une thymectomie à j3 conduit à la destruction des ovaires chez la souris. En revanche, la thymectomie à J7 ne produit pas les même effets, qui sont également prévenus par la greffe ectopique de thymus [START_REF] Nishizuka | Thymus and Reproduction: Sex-Linked Dysgenesia of the Gonad after Neonatal Thymectomy in Mice[END_REF]. Ces analyses seront complétées par les travaux du même groupe démontrant que les cellules T issus de ce thymus sont responsables de cette destruction (Sakaguchi et al., 1982a). En 1972, Gershon et collègues, sont parmi les premiers à montrer les effets suppresseurs d'une population de thymocytes, dans un modèle qui s'apparente à un test d'immunosuppression in vivo en réponse à des globules rouges de mouton, et à utiliser le terme LT suppresseurs (« suppressive T cells ») [START_REF] Gershon | Suppressor T Cells[END_REF]. De telles cellules suppressives permettant de contrôler les réponses au soi sont également évoquées par A. Cunningham et surtout par Penhale et collaborateurs [START_REF] Cunningham | Active suppressor mechanism maintaining tolerance to some self components[END_REF][START_REF] Penhale | Thyroiditis in T cell-depleted rats : suppression of the autoallergic response by reconstitution with normal lymphoid cells[END_REF] qui révèlent que le transfert de splénocytes syngéniques inhibe les réponses auto-immunes (thyroïdites) chez des rats thymectomisés et irradiés.

Dès 1982, Sakaguchi et collègues démontrent qu'une population de cellules exprimant (fortement)

Lyt-1 (aujourd'hui nommé CD5) est absente chez les animaux thymectomisés à J3 mais pas lors d'une thymectomie à l'âge adulte. Ces cellules, qu'ils nomment déjà cellules T régulatrices (« regulatory T cells ») préviennent l'inflammation des ovaires chez les animaux thymectomisés à J3 (Sakaguchi et al., 1982b). Par la suite, au cours des années 1980-90, de nombreuses études décrivent l'existence de cellules T responsables de manifestations auto-immunes ou inflammatoires (i.e. ayant échappé à la tolérance centrale) qui sont, à l'état physiologique, contrôlées par des cellules suppressives [START_REF] Fowell | Evidence That the T Cell Repertoire of Normal Rats Contains Cells with the Potential to Cause Diabetes. Characterization of the CD4 + T Cell Subset That Inhibits This Autoimmune Potential[END_REF][START_REF] Morrissey | CD4 + T Cells That Express High Levels of CD45RB Induce Wasting Disease When Transferred into Congenic Severe Combined Immunodeficient Mice. Disease Development Is Prevented by Cotransfer of Purified CD4 + T Cells[END_REF][START_REF] Powrie | OX 22hi CD4 + T Cells Induce Wasting Disease with Multiple Organ Pathology: Prevention by the OX-22low subset[END_REF][START_REF] Powrie | Phenotypically distinct subsets of CD4+ T cells induce or protect from chronic intestinal inflammation in C. B-17 scid mice[END_REF][START_REF] Sakaguchi | ORGAN-SPECIFIC AUTOIMMUNE DISEASES INDUCED IN MICE BY ELIMINATION OF T CELL SUBSET. Evidence for the Active Participation of T Cells in Natural Self-tolerance; Deficit of a T Cell Subset as a Possible Cause of Autoimmune Disease[END_REF][START_REF] Sugihara | Autoimmune thyroiditis induced in mice depleted of particular T cell subsets . I . Requirement of Lyt-1 dull L3T4 bright normal T cells for the induction of thyroiditis[END_REF].

Dans le même temps, une série d'articles de Nicole Le Douarin et ses collaborateurs révèle l'importance de l'épithélium thymique au cours de la tolérance dominante. Tout d'abord en 1987, dans un modèle de greffe de membre entre caille et poulet, grâce auquel il est démontré que la greffe d'épithélium thymique (greffe de l'ébauche embryonnaire de thymus dépourvu de cellules hématopoïétiques) résulte en la tolérance de la xénogreffe [START_REF] Ohki | Tolerance Induced by Thymic Epithelial Grafts in Birds[END_REF]. Puis en 1990, dans un modèle de greffe d'épithélium C3H chez des souris Balb/c, suivi de greffe de peau de souris C3H et B6, les auteurs démontrent le rejet de la greffe B6 mais l'acceptation de la greffe syngénique à l'épithélium greffé (C3H) [START_REF] Salaun | Thymic Epithelium Tolerizes for Histocompatibility Antigens[END_REF]. Une notion importante de cet article est le fait que les animaux ayant accepté la greffe de peau de souris C3H possèdent tout de même un certain nombre de LT réactifs aux cellules C3H, indiquant que l'élimination clonale totale n'est pas nécessaire à la tolérance au greffon.

Ceci suggère des mécanismes de tolérance périphérique prévenant les agressions auto-immunes par les clones ayant échappé à la sélection négative. Finalement, en 1995, dans un modèle similaire, les auteurs démontrent que cette tolérance vis-à-vis du greffon est transférable via un transfert adoptif de splénocytes [START_REF] Modigliani | Lymphocytes selected in allogeneic thymic epithelium mediate dominant tolerance toward tissue grafts of the thymic epithelium haplotype[END_REF]. Cette protection diminue si un nombre inférieur de cellule est transféré, démontrant un nombre limitant de cellules suppressives parmi la population de splénocytes.

Les auteurs démontrent ici l'existence d'une population de LT régulateurs CD4 + exerçant un mécanisme de tolérance dominante, sélectionné de façon « centrale » dans le thymus via les cellules épithéliales.

Ensemble, ces découvertes ont permis de mettre en avant le principe de tolérance périphérique par une population de cellules suppressives au rôle crucial, les Treg, contrôlant les LT ayant échappé au processus de tolérance centrale. responsables de cette pathologie (Bennett et al., 2001;Brunkow et al., 2001;[START_REF] Wildin | X-linked neonatal diabetes mellitus, enteropathy and endocrinopathy syndrome is the human equivalent of mouse scurfy[END_REF] ; également précédemment identifié dans le contexte d'une pathologie auto-immune humaine similaire, le syndrome XLAAD 29 (Chatila et al., 2000). Sur la base de cette découverte et des symptômes similaires entre les syndromes IPEX/Scurfy et les souris thymectomisées à j3 et par conséquent déficientes en Treg CD4 + CD25 + , trois groupes ont démontré une expression de Foxp3 par les Treg CD4 + CD25 + et, via différentes approches, ont révélé le rôle indispensable de Foxp3 pour le développement et la fonctionnalité des Treg [START_REF] Fontenot | Foxp3 programs the development and function of CD4 + CD25 + regulatory T cells[END_REF][START_REF] Hori | Control of Regulatory T Cell Development by the Transcription Factor Foxp3[END_REF][START_REF] Khattri | An essential role for Scurfin in CD4+CD25+T regulatory cells[END_REF]. Ainsi le gène FOXP3/Foxp3 code pour un facteur de transcription défini comme le régulateur maître nécessaire au développement des Treg, à la stabilité du lignage, ainsi qu'à l'acquisition et au maintien des fonctions suppressives de ces cellules [START_REF] Wan | Regulatory T-cell functions are subverted and converted owing to attenuated Foxp3 expression[END_REF][START_REF] Williams | Maintenance of the Foxp3-dependent developmental program in mature regulatory T cells requires continued expression of Foxp3[END_REF].

II-Développement des Treg

La découverte d'un facteur de transcription contrôlant le lignage Treg permit de nombreuses avancées dans le domaine, tel que le traçage du lignage par le biais de l'expression de molécules rapportrices (ex. GFP, RFP, Thy1.1) sous le contrôle du promoteur de Foxp3 ou la construction d'ablations spécifiques et inductibles des Treg (ex. Foxp3-hDTR). L'utilisation de ces dernières révéla que l'élimination des Treg chez des souris adultes résulte en une activation de Tconv auto-spécifiques et une pathologie auto-immune rapidement létale similaire à celle observée chez la souris Scurfy, démontrant ainsi un contrôle continue des LT auto-spécifiques par les Treg tout au long de la vie [START_REF] Kim | Regulatory T cells prevent catastrophic autoimmunity throughout the lifespan of mice[END_REF][START_REF] Lahl | Selective depletion of Foxp3 + regulatory T cells induces a scurfy-like disease[END_REF]. Par le biais de souris rapportrices Foxp3-GFP, Fontenot et collègues confirmèrent également que le développement des Treg dans le thymus est initié avec un léger décalage par rapport à celui des Tconv. Alors que les cellules CD25 + sont présentes dès le 1 er jour de vie, les Treg Foxp3 + apparaissent dans le thymus seulement au 3 eme jour, en cohérence avec les expériences de thymectomie à j3 menant à une pathologie auto-immune (Fontenot et al., 2005a).

28 Syndrome de dysrégulation immune, poly-endocrinopathie entéropathie liée au chromosome X une interaction agoniste [START_REF] Pennington | Early events in the thymus affect the balance of effector and regulatory T cells[END_REF]. Ces résultats suggèrent que l'engagement dans le lignage puisse se faire avant la sélection positive (et de ce fait avant toute stimulation via le TCR). Un pré-engagement de certains thymocytes vers le lignage Treg indépendamment du signal TCR ne serait pas une exception, puisqu'il a été démontré qu'une sous-population de précurseurs DP (« présélection ») exprimant CD8aa et CD8ab) (la majorité des thymocytes étants uniquement CD8ab) est résistante à la sélection négative suite à l'interaction avec un ligand agoniste, et se différentie en LT CD8aa intra-épithéliaux (IEL) [START_REF] Gangadharan | Identification of Pre-and Postselection TCR ab + Intraepithelial Lymphocyte Precursors in the Thymus[END_REF]Romagnoli and Van Meerwijk, 2010). La description d'un second progéniteur au stade CD4SP relance le débat sur l'identification d'un précurseur commun aux Treg, si tant est que celui-ci existe. En lien avec cette idée, une équipe a décrit une population de cellules CD4SP qualifiés de pré-précurseurs et donnant préférentiellement naissance aux deux populations de précurseurs [START_REF] Schuster | c-REL and I κ B NS Govern Common and Independent Steps of Regulatory T Cell Development from Novel CD122-Expressing Pre-Precursors[END_REF][START_REF] Schuster | Generation of Foxp3 + CD25 -Regulatory T-Cell Precursors Requires c-Rel and I κ B NS[END_REF]. Ces cellules Ainsi, des cellules régulatrices se développant grâce à ces TCR préviennent l'activation des cellules dont le TCRtg est dirigé contre un antigène du soi [START_REF] Lafaille | High Incidence of Spontaneous Autoimmune Encephalomyelitis in lmmunodeficient Anti-Myelin Basic Protein T Cell Receptor Transgenic Mice[END_REF][START_REF] Olivares-Villagomez | Regulatory CD4+ T Cells Expressing Endogenous T Cell Receptor Chains Protect Myelin Basic Protein -specific Transgenic Mice from Spontaneous Autoimmune encephalomyelitis[END_REF].

CD4 + GITR + CD25 -Foxp3 -exprimant également CD122 (
Cette vue du développement Treg grâce aux antigènes du soi fut par la suite renforcé par de nombreuses études. En 2001, une étude cruciale démontre avec un autre modèle TCRtg (spécifique pour un peptide dérivé de l'antigène exogène HA 32 ) que le développement de Treg CD25 + s'effectue uniquement en présence du transgène codant pour le ligand cible, démontrant la nécessité de l'interaction mettant en jeu le TCR et un peptide du soi (naturel ou introduit par transgène) lors du développement thymique des Treg [START_REF] Jordan | Thymic selection of CD4+CD25+ regulatory T cells induced by an agonist self-peptide[END_REF]. De plus, les auteurs révèlent que ce développement est bien plus efficace lorsqu'il met en jeu un TCR de haute affinité plutôt qu'un TCR de faible affinité pour ce même peptide. Ces résultats seront confirmés dans d'autres modèles TCRtg (Josefowicz et al., 2012) ou polyclonaux (par l'analyse de TCR sélectionnés par un sAg) [START_REF] Ribot | Agonist Ligands Expressed by Thymic Epithelium Enhance Positive Selection of Regulatory T Lymphocytes from Precursors with a Normally Diverse TCR Repertoire[END_REF] ; bien que l'augmentation de la proportion de Treg en fonction de la quantité d'antigènes dans ces modèles fut attribué à une résistance à la sélection négative acquise lors de l'engagement dans le lignage Treg comparés aux Tconv qui sont massivement éliminés [START_REF] Santen | Number of T Reg Cells That Differentiate Does Not Increase upon Encounter of Agonist Ligand on Thymic Epithelial Cells[END_REF]. Toutefois, l'étude de Ribot et collègues, dans un modèle polyclonal peu soumis à une variation de la sélection des Tconv, révèle un nombre de Treg spécifiques d'un super-antigène augmenté en présence de celui-ci, indiquant que l'expression du ligand agoniste augmente considérablement la sélection des Treg [START_REF] Ribot | Agonist Ligands Expressed by Thymic Epithelium Enhance Positive Selection of Regulatory T Lymphocytes from Precursors with a Normally Diverse TCR Repertoire[END_REF]Romagnoli and Van Meerwijk, 2010).

Outre les résultats amenés par l'utilisation des souris TCRtg, les preuves de la sélection des Treg via l'interaction avec des ligands agonistes dans un répertoire polyclonal et non transgénique vinrent peu de temps après. Dans un premier temps, par un modèle de dilution limite en présence de CPA syngéniques ou allogéniques, notre équipe a révélé que la population de Treg CD25 + périphériques est enrichie en cellules auto-réactives (Romagnoli et al., 2002). Par ailleurs, l'utilisation de souris arborant des répertoires TCR limités, permettant le séquençage et l'analyse des TCR à l'échelle individuelle, ont permis de confirmer une importante diversité entre les répertoires Treg et Tconv [START_REF] Hsieh | An intersection between the self-reactive regulatory and nonregulatory T cell receptor repertoires[END_REF][START_REF] Hsieh | Recognition of the peripheral self by naturally arising CD25+ CD4+ T cell receptors[END_REF][START_REF] Pacholczyk | Origin and T Cell Receptor Diversity of Foxp3+CD4+CD25+ T Cells[END_REF]. Dans ces études, l'expression forcée de TCR dérivés des Treg par des Tconv conduit à une forte activation et expansion in vivo et à l'initiation de manifestations inflammatoires absentes chez les animaux transféré avec des cellules portant des TCR dérivés de Tconv [START_REF] Hsieh | An intersection between the self-reactive regulatory and nonregulatory T cell receptor repertoires[END_REF][START_REF] Hsieh | Recognition of the peripheral self by naturally arising CD25+ CD4+ T cell receptors[END_REF]. De plus, les TCR de Treg sont également préférentiellement retrouvés parmi les cellules activées et ayant proliféré chez des souris Foxp3 -/-déficientes en Treg, et contribuent à la pathologie chez ces animaux, confirmant la forte réactivité au soi de ces TCR [START_REF] Hsieh | An intersection between the self-reactive regulatory and nonregulatory T cell receptor repertoires[END_REF] [START_REF] Hinterberger | Autonomous role of medullary thymic epithelial cells in central CD4 + T cell tolerance[END_REF]. A l'inverse, l'augmentation de cette avidité par augmentation de la disponibilité en peptide permet d'accroitre le développement des Treg spécifiques d'un antigène présent en quantité limitantes dans le thymus [START_REF] Lin | Increased generation of Foxp3+ regulatory T cells by manipulating antigen presentation in the thymus[END_REF], et à de forte doses conduit à une forte élimination clonale (Feuerer et al., 2007).

La fenêtre de développement Treg, outre l'affinité de l'interaction TCR-pCMH, est donc extrêmement dépendante de l'avidité d'interaction thymocyte-APC, elle-même sensible à la disponibilité antigénique. Ainsi la présence d'un antigène en quantité trop élevée dans le thymus faciliterait une très forte signalisation via les TCR, et conduirait à l'élimination des cellules par sélection négative mais également par élimination de certains clones Treg comme observés dans divers modèles [START_REF] Perry | Development of T-cell tolerance utilizes both cell-autonomous and cooperative presentation of self-antigen[END_REF]Romagnoli et al., 2002). Cette hypothèse est cohérente avec deux études récentes démontrant par différentes approches que le mécanisme de tolérance préférentiel pour les antigènes ubiquitaire ou fortement exprimés dans le thymus est la sélection négative [START_REF] Legoux | CD4+T Cell Tolerance to Tissue-Restricted Self Antigens Is Mediated by Antigen-Specific Regulatory T Cells Rather Than Deletion[END_REF][START_REF] Malhotra | Tolerance is established in polyclonal CD4 + T cells by distinct mechanisms, according to self-peptide expression patterns[END_REF] [START_REF] Kishimoto | Several different cell surface molecules control negative selection of medullary thymocytes[END_REF][START_REF] Kishimoto | Differing Roles for B7 and Intercellular Adhesion Molecule-1 in Negative Selection of Thymocytes[END_REF][START_REF] Punt | Negative Selection of CD4 + CD8 + Thymocytes by T Cell Receptor-induced Apoptosis Requires a Costimulatory Signal that Can Be Provided by CD28[END_REF]. Son

implication lors de la sélection des Treg fut initialement décrite dans un modèle de diabète chez la souris NOD 33 . Une déficience en CD28 ou en ses ligands résulte en une importante diminution du nombre de Treg périphériques et une exacerbation de la pathologie [START_REF] Salomon | B7/CD28 Costimulation Is Essential for the Homeostasis of the CD4+CD25+ Immunoregulatory T Cells that Control Autoimmune Diabetes[END_REF]. Un défaut de développement thymique des Treg fut confirmé peu après par le même groupe [START_REF] Tang | Cutting Edge: CD28 Controls Peripheral Homeostasis of CD4+CD25+ Regulatory T Cells[END_REF].

En 2005, Tai et collaborateurs démontrent un rôle crucial du signal CD28 pour l'induction de l'expression de Foxp3, GITR et CTLA-4 34 , et plus particulièrement via le motif de liaison à Lck 35 (Tai et al., 2005). De plus, par l'utilisation de chimères hématopoïétiques mixtes, les auteurs révèlent que le développement Treg des cellules déficientes en CD28 n'est pas rétabli par la présence de cellules WT.

Ce résultat indique un rôle intrinsèque de l'axe CD28-B7 à la cellule et non pas à un défaut d'autres médiateurs dont la production dépend de CD28, tels que l'IL-2, également confirmé par ailleurs [START_REF] Hinterberger | B7/CD28 in central tolerance: Costimulation promotes maturation of regulatory T cell precursors and prevents their clonal deletion[END_REF]. Cette déficience en CD28 affecte le développement Treg dès la génération des précurseurs CD25 + Foxp3 -, qui sont retrouvés en faible quantité chez ces animaux [START_REF] Lio | CD28 Facilitates the Generation of Foxp3 -Cytokine Responsive Regulatory T Cell Precursors[END_REF][START_REF] Vang | Cutting Edge: CD28 and c-Rel-Dependent Pathways Initiate Regulatory T Cell Development[END_REF] du fait d'une activation de c-REL altérée en aval du motif Lck. De même, la génération des précurseurs Treg CD25 -Foxp3 low est également fortement affectée par cette déficience (Owen et al., 2019a). Hinterberger et collègues arrivent à la même conclusion, à savoir la nécessité du signal de costimulation de façon concomitante au signal TCR afin d'atteindre le stade de pré-Treg CD25 + Foxp3 -; bien qu'un rôle plus faible durant la phase d'acquisition de Foxp3, supposé cytokine dépendante, semble également possible. L'absence de costimulation ne conduirait pas à un échappement des pré-Treg à la tolérance centrale mais à une perte physique de ces cellules [START_REF] Hinterberger | B7/CD28 in central tolerance: Costimulation promotes maturation of regulatory T cell precursors and prevents their clonal deletion[END_REF]. CD28 n'aurait donc pas un rôle dans la potentialisation du signal TCR pour atteindre un seuil nécessaire au développement Treg, mais empêcherais plutôt l'élimination clonale de ces cellules par un signal qualitativement distinct, sans affecter la prolifération.

Lio et collègues, en séquençant les TCR des cellules Va2 + , concluent qu'il n'existe pas de biais majeur du répertoire expliquant la disparition de 80% des Treg dans les souris déficientes pour CD28 [START_REF] Lio | CD28 Facilitates the Generation of Foxp3 -Cytokine Responsive Regulatory T Cell Precursors[END_REF]. Cependant, malgré une analyse du répertoire TCR peu profonde, il est toutefois possible 33 Non obèse diabétique 34 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (Mahmud et al., 2014).

La costimulation via CD28 possède donc un rôle intrinsèque clé lors du développement des Treg dans le thymus, que ce soit de manière directe, ou bien indirecte comme illustré par l'action des TNFRSF.

Les TNFRSF sont également des molécules de co-stimulation régulièrement impliquées lors du développement des Treg, avec certes un impact quantitatif moins important que celui de CD28. Par exemple, la liaison de OX40 faciliterait la maturation et la prolifération de pré-Treg et des Treg matures dans le thymus [START_REF] Kumar | Critical role of OX40 signaling in the TCR-independent phase of human and murine thymic Treg generation[END_REF]. Le récepteur CD27 quant à lui n'est pas nécessaire à la génération des pré-Treg ou des Treg Foxp3 + CD25 + , mais semble prévenir la mort des cellules Foxp3 + en promouvant l'expression de plusieurs molécules anti-apoptotiques (Coquet et al., 2013) [START_REF] Lopes | Thymic crosstalk coordinates medulla organization and T-cell[END_REF]. Par des effets de niches cellulaires et de régulation de l'apoptose, ces molécules de costimulation de la famille des TNFRSF apparaissent donc intimement liées à une modulation du développement des Treg et à un élargissement du répertoire, que ce soit en permettant la sélection de cellules avec une affinité/avidité faible (Mahmud et al., 2014) ou en sauvant de l'apoptose les cellules ayant reçu un fort signal TCR (Coquet et al., 2013).

La [START_REF] Malek | Normal Lymphoid Homeostasis and Lack of Lethal Autoimmunity in Mice Containing Mature T Cells with Severely Impaired IL-2 Receptors[END_REF].

Ce même groupe démontrera par la suite une quasi-absence de Treg, identifiés sur la base de CD25, dans le thymus de souris IL-2Rb ou IL-2 déficientes, alors que l'expression transgénique de l'IL-2Rb restaure le développement et la fonction des cellules CD25 + [START_REF] Malek | CD4 Regulatory T Cells Prevent Lethal Autoimmunity in IL-2Rb-Deficient Mice : Implications for the Nonredundant Function of IL-2[END_REF]. Cette étude met ainsi en avant la fonction primordiale de l'IL-2 lors du développement thymique des Treg. Fontenot et collègues décriront ensuite une diminution d'environ 50% du développement des Treg Foxp3 + chez les souris IL-2 -/-et IL-2Ra -/-, mais concluront plutôt à une fonction de potentialisation de l'expression de Foxp3 et un rôle majeur sur l'homéostasie et la survie en périphérie (Fontenot et al., 2005b), appuyés par d'autres [START_REF] Cruz | Development and function of agonist-induced CD25 + Foxp3 + regulatory T cells in the absence of interleukin 2 signaling[END_REF]. L'un des arguments de ces auteurs est notamment la présence d'une population suffisante quantitativement dans le thymus et apte à supprimer les réponses LT chez les souris IL-2Ra -/-et IL-2 -/-, malgré un défaut d'homéostasie périphérique. En revanche, la proportion de Treg Foxp3 + se révèle bien plus faible chez les souris IL-2Rb -/-et totalement absente chez les souris déficientes pour la chaine g du récepteur à l'IL-2 (IL-2Rg) [START_REF] Burchill | IL-2 Receptor -Dependent STAT5 Activation Is Required for the Development of Foxp3+ Regulatory T Cells[END_REF]Fontenot et al., 2005b [START_REF] Burchill | IL-2 Receptor -Dependent STAT5 Activation Is Required for the Development of Foxp3+ Regulatory T Cells[END_REF][START_REF] Vang | IL-2, -7, and -15, but Not Thymic Stromal Lymphopoeitin, Redundantly Govern CD4 + Foxp3 + Regulatory T Cell Development[END_REF], alors que certains groupes attribuent également un rôle à l'IL-4, préalablement exclue (Owen et al., 2019a).

Au cours de cette période, Lio et Hsieh décrivent le « two-step model » précédemment évoqué [START_REF] Lio | A Two-Step Process for Thymic Regulatory T Cell Development[END_REF]. Ils définissent notamment le développement des pré-Treg CD25 + Foxp3 -sous l'influence du signal TCR, puis l'acquisition de l'expression de Foxp3 indépendamment du signal TCR, mais plutôt induit par les cytokines IL-2 et IL-15. Ce résultat est appuyé par l'étude de Burchill et collaborateurs qui observent que l'expression de Stat5 40 , molécule de signalisation en aval des récepteurs à chaine g, est nécessaire à l'acquisition de Foxp3, restaure le développement Treg chez les souris IL-2Rb -/-et induit l'expression de Foxp3 en liant son promoteur [START_REF] Burchill | IL-2 Receptor -Dependent STAT5 Activation Is Required for the Development of Foxp3+ Regulatory T Cells[END_REF][START_REF] Burchill | Linked T cell receptor and cytokine signaling govern the development of the regulatory T cell repertoire[END_REF].

Ensemble, ces données démontrent un rôle crucial des cytokines à chaine g lors d'une seconde étape de développement des Treg impliquant l'expression de Foxp3 par les précurseurs. L'IL-2 et l'IL-15 semblent être les principales cytokines impliquées, avec un rôle suggéré comme étant plus ou moins redondant, cohérant avec l'utilisation de récepteurs et voies de signalisation grandement similaires.

Toutefois, Marshall et collègues démontrent des rôles distincts pour les deux cytokines, avec notamment une action requise à des stades développementaux distincts [START_REF] Marshall | Differential Requirement for IL-2 and IL-15 during Bifurcated Development of Thymic Regulatory T Cells[END_REF]. L'IL-2 permettrait comme précédemment décris la transition du stade pré-Treg au stade Treg CD25 + Foxp3 + , alors que l'IL-15 permettrait la survie des pré-Treg CD25 -Foxp3 low , qui aurait ensuite accès à l'IL-2 pour acquérir l'expression de CD25 et entrer dans le pool de Treg matures. Toutefois, dans cette étude, tout comme dans celles de Owen et collaborateurs précédemment évoquée (Owen et al., 2019a), les cellules CD25 -Foxp3 low présentent un phénotype particulier, proche de celui des Treg CD25 + Foxp3 + matures. Ceci suggère soit une capacité plus importante de ces cellules à fournir la population de Treg [START_REF] Marshall | Differential Requirement for IL-2 and IL-15 during Bifurcated Development of Thymic Regulatory T Cells[END_REF] ; soit que cette population est hétérogène, contenant à la fois des pré-Treg, mais également une sous population de Treg mature n'exprimant pas CD25 (Apert et al., 2018). Cette hypothèse est appuyée par l'utilisation d'un système de « timer moléculaire » permettant de mesurer le moment et la durée/répétition des interaction via le TCR [START_REF] Bending | A timer for analyzing temporally dynamic changes in transcription during differentiation in vivo[END_REF]. Par ce système, les auteurs suggèrent que les cellules CD25 + Foxp3 -ont reçu un signal TCR récent et sont les précurseurs des Treg CD25 + Foxp3 + qui eux présentent un profil de signal TCR continu. Les cellules CD25 qui possède un fort effet pro-apoptotique [START_REF] Tai | Foxp3 Transcription Factor Is Proapoptotic and Lethal to Developing Regulatory T Cells unless Counterbalanced by Cytokine Survival Signals[END_REF]. Cette dernière étude suggère également une plus forte contribution des pré-Treg CD25 -Foxp3 low au pool Treg via cette voie de survie, plutôt que par la voie CD25 + Foxp3 -.

Finalement, une autre interrogation majeure au sujet de ce troisième signal concerne la source cellulaire de ces cytokines. Ce concept peut notamment influencer le développement de la cellule en lien avec la CPA présentant l'antigène pour lequel le Treg est spécifique. Alors que l'origine de la production de l'IL-15 est assez claire et attribuée aux mTEC [START_REF] Cui | Characterization of the IL-15 niche in primary and secondary lymphoid organs in vivo[END_REF][START_REF] Marshall | Differential Requirement for IL-2 and IL-15 during Bifurcated Development of Thymic Regulatory T Cells[END_REF], l'origine de l'IL-2 fut plus débattue. Premièrement, les cellules IL-2 -/-se différencient normalement en Treg en présence de cellules produisant de l'IL-2, excluant la nécessité d'une signalisation autocrine (Tai et al., 2005). Weist et collègues suggèrent ensuite que les CPA fournissant les ligands pour le TCR et IL-2R constituent la niche de développement des Treg, et que celle-ci inclue principalement les DC (Weist et al., 2015). Toutefois, une nouvelle étude révèle en 2018 que les DC et les LT produisent de l'IL-2, mais que seule la déficience spécifique aux LT induit un fort défaut de développement Treg [START_REF] Owen | Identification of Cellular Sources of IL-2 Needed for Regulatory T Cell Development and Homeostasis[END_REF]. Ce résultat sera confirmé ultérieurement par une autre équipe, qui précisera que principalement les thymocytes auto-réactifs, dont les pré-Treg CD25 + , en sont la source. Cette étude défini ainsi que la niche développementale des Treg dépendante de l'IL-2 est régulée par la fréquence en cellules auto-réactives [START_REF] Hemmers | IL-2 production by self-reactive CD4 thymocytes scales regulatory T cell generation in the thymus[END_REF]. Par ailleurs, cette notion de niche est complétée par

Weist et collaborateurs qui révèlent une compétition pour l'IL-2, notamment entre les Treg matures et ceux encore en cours de développement (Weist et al., 2015).

Outre les cytokines de la famille « g-chain », une autre cytokine majeure du monde des Treg est le TGFb. Alors que de premières investigations n'avaient pas pu observer de rôle du TGFb lors du développement des Treg mais plutôt une fonction sur l'homéostasie périphérique et pour l'induction des pTreg [START_REF] Li | Transforming Growth Factor-β Controls Development, Homeostasis, and Tolerance of T Cells by Regulatory T Cell-Dependent and -Independent Mechanisms[END_REF][START_REF] Marie | TGF-β1 maintains suppressor function and Foxp3 expression in CD4 +CD25+ regulatory T cells[END_REF][START_REF] Marie | Cellular Mechanisms of Fatal Early-Onset Autoimmunity in Mice with the T Cell-Specific Targeting of Transforming Growth Factor-β Receptor[END_REF], une étude identifie un défaut de développement en période néonatale (jours 3-5 après la naissance) mais pas à l'âge adulte [START_REF] Liu | A critical function for TGF-β signaling in the development of natural CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cells[END_REF]. Dans ce cas, le rétablissement du développement Treg chez les souris déficientes à l'âge adulte fut attribué à un effet prolifératif compensatoire de l'IL-2. Plutôt qu'un effet lors de l'induction du lignage, une fonction anti-apoptotique est proposée par un autre groupe (Ouyang et al., 2010a). Cette hypothèse est notamment appuyée par le fait que l'élément de réponse au TGFb est localisé sur le CNS1 du gène Foxp3, qui ne semble jouer aucun rôle lors du développement intra-thymique des Treg ; à l'âge adulte tout du moins [START_REF] Zheng | Role of conserved non-coding DNA elements in the Foxp3 gene in regulatory T-cell fate[END_REF]. Or, Konkel et collaborateurs excluent un rôle anti-apoptotique par l'ablation conditionnelle du TGFbR1 suite à l'expression de Foxp3 et donc après la différentiation Treg [START_REF] Konkel | Thymocyte apoptosis drives the intrathymic generation of regulatory T cells[END_REF] 

a-Régulation transcriptionnelle du lignage

Une grande partie des facteurs de transcription impliqués dans ces voies de signalisation régulent l'expression de Foxp3. Le gène Foxp3 est régulé transcriptionnellement par son promoteur, ainsi que par trois séquences régulatrices., les CNS 43 1, 2 et 3, servant de sites de liaison à différents facteurs de transcription et régulant ainsi l'initiation et le maintien de son expression (figure 10). Le promoteur est activé par le signal TCR et lié par les facteurs de transcription NFAT, Foxo1 et AP-1 44 . Le CNS3, lié principalement par c-REL de la voie NF-kB, est indispensable à l'initiation mais non au maintien de l'expression de Foxp3. A l'inverse, le CNS2 joue un rôle crucial au maintien de cette expression et est, entre-autres, lié par c-REL, Stat5 et Foxp3 lui-même [START_REF] Lu | The regulation of immune tolerance by FOXP3[END_REF][START_REF] Zheng | Role of conserved non-coding DNA elements in the Foxp3 gene in regulatory T-cell fate[END_REF]. Enfin, le CNS1 quant à lui ne semble pas impliqué lors du développement thymique des Treg, mais préférentiellement lors de la génération extra-thymique des pTreg. Il est à noter que l'axe PI3K/Akt semble jouer un rôle plus subtil en modulant également la sélection des Treg et est décrite comme inhibiteur en cas de suractivation ou d'activation constitutive [START_REF] Haxhinasto | The AKT-mTOR axis regulates de novo differentiation of CD4 +Foxp3+ cells[END_REF][START_REF] Patton | Cutting Edge: The Phosphoinositide 3-Kinase p110 δ Is Critical for the Function of CD4 + CD25 + Foxp3 + Regulatory T Cells[END_REF][START_REF] Sauer | T cell receptor signaling controls Foxp3 expression via PI3K , Akt , and mTOR[END_REF]. Cette inhibition semble s'opérer par la séquestration cytoplasmique de Foxo1 après activation de Akt, qui est abrogée suite à la cessation de la stimulation (Ouyang et al., 2010b) ; ainsi que par l'activation de mTOR [START_REF] Sauer | T cell receptor signaling controls Foxp3 expression via PI3K , Akt , and mTOR[END_REF]. Il semble donc paradoxal que des voies de signalisation en aval du TCR, de CD28 et de l'IL-2 aient des rôles antagonistes. Cependant, la nécessité d'une expression transitoire et alternée de certains facteurs de transcription s'inscrit dans les modèles de développement Treg qui seront abordés ultérieurement (cf. chapitre II-5)).

Le facteur de de transcription Foxp3 agit quant à lui en tant que répresseur ou activateur transcriptionnel de nombreux gènes associés aux lignages Tconv et Treg respectivement, que ce soit par une action directe sur les gènes [START_REF] Marson | Foxp3 occupancy and regulation of key target genes during T-cell stimulation[END_REF] ou par interférence [START_REF] Ono | Foxp3 controls regulatory T-cell function by interacting with AML1 / Runx1[END_REF]. Une construction introduisant la séquence codant pour la GFP au sein du Foxp3, empêchant ainsi l'expression de la protéine Foxp3, a permis à Gavin et collègues d'identifier les cellules transcrivant activement Foxp3 [START_REF] Gavin | Foxp3dependent programme of regulatory T-cell differentiation[END_REF]. L'analyse de ces cellules, qualifiées de « wannabe Treg » (cellules voulant devenir un Treg) a mis en évidence la caractéristique que possède Foxp3 à amplifier et stabiliser l'expression de gènes induit en amont ou de façon concomitante à Foxp3, et dont l'expression est ainsi déjà préexistante. Ainsi, Foxp3 qui est essentiel au lignage Treg et est considéré comme le régulateur maître du lignage n'opère pas seul. L'établissement d'une signature transcriptionnelle spécifique aux Treg (en comparaison aux Tconv ) a en effet permis de démontrer que seule une partie de cette signature est directement régulée par Foxp3 [START_REF] Hill | Foxp3 Transcription-Factor-Dependent and -Independent Regulation of the Regulatory T Cell Transcriptional Signature[END_REF]. 43 Conserved non-coding sequences 44 Activator protein 1: facteur de transcription activé par la voie ERK/MAPK La littérature décrit de nombreux cofacteurs capables d'interagir et de former des complexes transcriptionnels avec Foxp3. En se basant sur cette observation, le groupe de D. Mathis et C. Benoist a identifié cinq facteurs de transcriptions (EOS, IRF4, Satb1, Lef1 et Gata-1) qui en synergie avec Foxp3 permettent la mise en place de la quasi-totalité de la signature Treg [START_REF] Fu | A multiply redundant genetic switch "locks in" the transcriptional signature of regulatory T cells[END_REF] [START_REF] Feng | A mechanism for expansion of regulatory T-cell repertoire and its role in self-tolerance[END_REF]. De plus, les Treg présentent une hypométhylation (modification associée aux régions cis-régulatrices des gènes transcriptionnellement actifs) de nombreux loci géniques spécifiques des Treg (TSDR « Tregspecific demethylated regions »), dont font partie des gènes définissant l'identité des Treg tels que Foxp3, GITR, CTLA-4, CD25 ou EOS. Dans le cas du locus de Foxp3, la signalisation TCR favorise la déméthylation au niveau du CNS2 [START_REF] Ohkura | TCell Receptor Stimulation-Induced Epigenetic Changes and Foxp3 Expression Are Independentand Complementary Events Required for Treg Cell Development[END_REF][START_REF] Zheng | Role of conserved non-coding DNA elements in the Foxp3 gene in regulatory T-cell fate[END_REF]. L'induction de cette hypométhylation de façon dépendant du signal TCR, mais indépendante de Foxp3, suggère une préparation du lignage en amont de l'expression de Foxp3. Ceci est également appuyé par le fait que Foxp3 exploite des sites de fixation, notamment des enhancers, préalablement rendus accessibles et liés par des cofacteurs de Foxp3 tels que Runx ou Foxo1 [START_REF] Samstein | Foxp3 Exploits a Pre-Existent Enhancer Landscape for Regulatory T Cell Lineage Specification[END_REF], ou encore potentialisé par la liaison d'autres facteurs, tel que Foxp1 [START_REF] Konopacki | Transcription factor Foxp1 regulates Foxp3 chromatin binding and coordinates regulatory T cell function[END_REF].

Récemment, une étude importante a mis en avant l'existence d'un facteur nucléaire pionnier permettant la mise en place d'un paysage épigénétique adapté et facilitant le recrutement des facteurs de transcription nécessaires à l'expression des gènes liées au lignages Treg, dont Foxp3 [START_REF] Kitagawa | Guidance of regulatory T cell development by Satb1-dependent super-enhancer establishment[END_REF]. Afin d'étudier la modulation épigénétique du développement Treg, le groupe de S. ne sont pas suffisants pour induire la différenciation en Treg, stigmatisant la nécessité de signaux supplémentaires, notamment via le TCR pour passer à l'étape suivante de la différenciation. Ainsi, SATB1 agit comme un facteur pionnier permettant la mise en place d'une empreinte épigénétique aux niveaux de SEs régulant les gènes identitaires des Treg, en amont de l'engagement dans le lignage et de l'expression de Foxp3 (figure 11). 45 Assay for transposase-accessible chromatin with high throughput sequencing Les mécanismes en amont de l'expression et de l'activité de SATB1 restent cependant indéfinis, de même que la façon dont SATB1 est ciblé au niveau de ces SEs. Ainsi, le caractère instruit ou stochastique de ce processus reste inconnu. Il a toutefois été observé que le signal en aval de l'IL-2R permet une fixation plus focalisée de SATB1 sur les loci spécifiques des Treg et un remodelage approprié de la chromatine [START_REF] Chorro | Interleukin 2 modulates thymic-derived regulatory T cell epigenetic landscape[END_REF]. De même, le signal via l'IL-2R semble lié à la déméthylation progressive des TSDR au cours de la maturation thymique, permettant de stabiliser la signature épigénétique spécifique du lignage Treg [START_REF] Herppich | Dynamic Imprinting of the Treg Cell-Specific Epigenetic Signature in Developing Thymic Regulatory T Cells[END_REF].

Les signaux nécessaires au développement des Treg régulent donc finement le programme épigénique et transcriptionnel des Treg par de nombreux mécanismes, dont certains restent encore à définir avec plus de précision. sous le contrôle du promoteur de l'insuline dépendant de Aire, Liston et collègues observent une très forte diminution de la proportion de Treg CD25 + dans les souris Aire -/-comparées aux WT. Ils concluent toutefois que cette variation est due à l'absence de sélection négative des Tconv, car le nombre de ces Treg dans le thymus n'est pas modifié [START_REF] Liston | Aire regulates negative selection of organ-specific T cells[END_REF]Owen et al., 2019b). Toutefois, l'équipe de L. Klein démontrera par la suite une sélection de Treg spécifiques d'un Ag exprimé sous le contrôle de Aire par les mTEC, et cela de façon indépendante de la cross-présentation par les CPA hématopoïétiques [START_REF] Aschenbrenner | Selection of Foxp3+ regulatory T cells specific for self antigen expressed and presented by Aire+ medullary thymic epithelial cells[END_REF][START_REF] Hinterberger | Autonomous role of medullary thymic epithelial cells in central CD4 + T cell tolerance[END_REF] plusieurs groupes aussi bien in vivo que ex vivo (en FTOC) ou in vitro [START_REF] Guerri | Analysis of APC Types Involved in CD4 Tolerance and Regulatory T Cell Generation Using Reaggregated Thymic Organ Cultures[END_REF]Proietto et al., 2008;[START_REF] Wirnsberger | Regulatory T cell differentiation of thymocytes does not require a dedicated antigen-presenting cell but is under T cell-intrinsic developmental control[END_REF]. Ces différentes études concluent toutes qu'ils n'existent pas de importante des cDC résidentes du thymus (CD8a + ) comparé aux cDC migratoires originaires de la périphérie (Sirpa + ) pour induire la différenciation Treg [START_REF] Wirnsberger | Regulatory T cell differentiation of thymocytes does not require a dedicated antigen-presenting cell but is under T cell-intrinsic developmental control[END_REF]. Un autre modèle permet d'observer la conclusion inverse [START_REF] Proietto | Dendritic cells in the thymus contribute to T-regulatory cell induction[END_REF], alors que le troisième suggère une efficacité similaire [START_REF] Guerri | Analysis of APC Types Involved in CD4 Tolerance and Regulatory T Cell Generation Using Reaggregated Thymic Organ Cultures[END_REF]. Une étude plus récente suggère une capacité d'induction de

5) Contrôle cellulaire du développement Treg

Treg accentuée pour les cellules Sirpa + , et notamment de la part des cellules exprimant plus faiblement le CMH (Hu et al., 2017b) [START_REF] Perry | CD36 Mediates Cell-Surface Antigens to Promote Thymic Development of the Regulatory T Cell Receptor Repertoire and Allo-tolerance[END_REF]. Cet échange semble également facilité par les mTEC elles-mêmes, qui produisent, sous l'influence de Aire, la chimiokines XCL-1 permettant l'attraction de DC CD8a + et facilitant le développement Treg [START_REF] Lei | Aire-dependent production of XCL1 mediates medullary accumulation of thymic dendritic cells and contributes to regulatory T cell development[END_REF].

Toutefois, l'équipe de P. Savage a obtenu des résultats contradictoires, et affirme qu'une absence des DC CD8a + (dans des souris Batf3 -/-) n'altère pas le répertoire TCR des Treg [START_REF] Leventhal | Dendritic Cells Coordinate the Development and Homeostasis of Organ-Specific Regulatory T Cells[END_REF] Le modèle de « hit and run » et le modèle de rencontres antigéniques multiples ne sont pas en totale opposition. Ces modèles peuvent très bien s'imbriquer l'un dans l'autre, avec une élimination des cellules formant une seule très forte interaction, ainsi que des cellules formant de nombreuses interaction d'affinité/avidité intermédiaire ; les deux options étant cohérentes avec la démonstration que la sélection négative est responsable de la tolérance pour les antigènes ubiquitaires [START_REF] Legoux | CD4+T Cell Tolerance to Tissue-Restricted Self Antigens Is Mediated by Antigen-Specific Regulatory T Cells Rather Than Deletion[END_REF][START_REF] Malhotra | Tolerance is established in polyclonal CD4 + T cells by distinct mechanisms, according to self-peptide expression patterns[END_REF]. Entre ces deux cas, une fenêtre de développement Treg serait lié à une ou plusieurs interactions d'affinité intermédiaire et peu fréquentes, cohérant avec l'expression mosaïque des TSA et leur implication lors de la tolérance (figure 12). multiples. Issue de (Klein et al., 2019). Selon ce modèle, les antigènes qui sont exprimés de manière ubiquitaire et présentés à des niveaux élevés (des niveaux élevés de pCMH représentés en rouge foncé) à la surface des CPA peuvent favoriser l'élimination clonale de SP spécifiques par l'induction d'un fort signal TCR unique (gauche). L'arrêt immédiat des thymocytes fortement signalés par le TCR au contact des APC prolonge la durée de la signalisation du TCR et amplifie l'intensité du signal. Un motif d'expression et de présentation des auto-antigènes en mosaïque et à des niveaux relativement bas (rouge clair), comme cela est typique pour les antigènes restreints aux tissus (TSA), permet des rencontres d'antigènes en série, mais espacées dans le temps, restant ainsi sous le seuil de sélection négative, favorisant la différenciation en Treg (droite).

Ceci est appuyé par un article récent s'intéressant à la spécificité antigénique lors de la sélection thymique d'un répertoire polyclonal [START_REF] Stadinski | A temporal thymic selection switch and ligand binding kinetics constrain neonatal Foxp3+ Treg cell development[END_REF]. Dans cet article, les auteurs identifient des cellules spécifiques de deux antigènes endogènes Padi448 et add2 49 

6) Conclusions

Ce chapitre a permis de définir plus précisément les multiples signaux nécessaires au développement Treg et de décrire l'implication qualitative de chacun d'eux. L'intégration de ces signaux est subtilement régulée, et la sélection thymique n'est par ailleurs pas linéaire, comme l'atteste encore les travaux de Stadinski et collègues. Plutôt, celle-ci varie avec le temps en fonction de différents paramètres influençant les niches thymiques, tel que la disponibilité en antigène ou cytokines, la composition des populations de CPA ou la présence de lymphocytes matures dans le thymus. Ces paramètres sont soumis à divers mécanismes de compétition, notamment pour les antigènes et l'IL-2, ce qui favorise la mise en place de niches développementales variables pour les Treg (figure 13). Ces variations de la sélection Treg selon de nombreux paramètres feront ainsi l'objet du chapitre suivant. Le développement Treg étant sensible à ces variations, nous évoquerons dans ce chapitre l'influence de l'âge, des rencontres antigéniques périphériques et de la génétique lors de la sélection thymique.

1) Influence de l'âge

Outre de nombreuses variations que peuvent connaitre les LT et les Treg dans la périphérie (que nous ne traiterons pas ici mais récemment évoqué dans une revue par notre équipe [START_REF] Darrigues | Age-Dependent Changes in Regulatory T Lymphocyte Development and Function : A Mini-Review[END_REF]), la production thymique des LT est également fortement influencée par l'âge. Le thymus est un organe variable dans le temps : après une phase de croissance à l'enfance et l'adolescence, le thymus entame par la suite une phase de déclin. Cette forte involution résulte en une importante diminution de la production de LT et des RTE en périphérie [START_REF] Hale | Thymic output in aged mice[END_REF], bien que l'efficacité du développement des LT (estimé par le ratio RTE/précurseurs thymiques) reste stable.

Toutefois, certaines variations du développement thymique avec l'âge ne sont pas dues à l'involution du thymus. Depuis de nombreuses années, la différence entre la sélection thymique adulte et néonatale pose question. De nombreux auteurs ont identifié un défaut de sélection négative durant les premiers jours de vie [START_REF] Schneider | postnatal disapearance of self reactive Vb6 cells from the thymus of mls mice[END_REF][START_REF] Signorelli | Why is clonal deletion of neonatal thymocytes defective?[END_REF] attribué dans ces études à un défaut d'expression d'antigènes. Bien que ces modèles soient basés sur des sAg dont l'expression et la sélection thymique est particulière, des résultats similaires sont retrouvés dans d'autres contextes. La sélection négative de LT spécifiques pour la protéine basique de myéline (MBP) augmente avec l'âge et est dépendante des CPA périphériques qui acquièrent l'antigène [START_REF] Huseby | Age-Dependent T Cell Tolerance and Autoimmunity to Myelin Basic Protein[END_REF]. Chez la souris NOD, modèle de diabète auto-immun, le groupe de R. Tisch décrit que la première semaine de vie est permissive au développement de LT diabétogènes (He et al., 2013). Plus récemment, Dong et collègues ont décrit que le répertoire périnatal des Tconv et des Treg est enrichi en TCR de hautes affinités pour les pCMH du soi par rapport aux souris adultes WT [START_REF] Dong | Alterations in the Thymic Selection Threshold Skew the Self-Reactivity of the TCR Repertoire in Neonates[END_REF]. Une des hypothèses concernant ce développement est liée à l'origine des précurseurs de ces cellules. Notamment, les cellules néonatales seraient préférentiellement issues de cellules souches originaires du foie foetal. Du fait d'une absence d'expression de la TdT permettant l'ajout de nucléotides lors du réarrangement des gènes codants pour le TCR, ces LT présentent un répertoire TCR moins divers. Ce mécanisme permettrait notamment de former un répertoire capable de reconnaitre un plus large panel d'antigènes par un même TCR, favorable à la protection de l'individu [START_REF] Rudd | Neonatal T Cells : A Reinterpretation[END_REF].

La publication de Stadinski évoquée précédemment révèle également une variation de sélection des Treg entre la période néonatale et l'âge adulte [START_REF] Stadinski | A temporal thymic selection switch and ligand binding kinetics constrain neonatal Foxp3+ Treg cell development[END_REF]. Il est à noter qu'une variation au sein de la population de CPA thymique est mise en cause dans cette étude, tout comme ce fut le

Outre ces différences « qualitatives » entre les Treg néonataux et adultes, notre équipe a pu décrire des variations de développement quantitatif des Treg avec l'âge (Thiault et al., 2015). En effet, sur la base de précédentes descriptions, nous avons pu grâce au modèle Rag2-GFP (Yu et al., 1999) détecter les RTE à différents âges chez la souris. Ce modèle permet également de distinguer entre les cellules nouvellement développées dans le thymus (GFP + ) des cellules matures (GFP -) (figure 14).
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FIGURE 14 LE MODELE RAG2-GFP

Ces animaux expriment la GFP sous le contrôle du promoteur du gène rag2. Ce promoteur est actif lors du réarrangement des gènes codants pour le TCR, permettant l'expression de la GFP jusqu'au stade DP. Suite à la sélection positive, le promoteur devient inactif, stoppant la production de la GFP. Seule la GFP déjà produite persiste dans les cellules et est progressivement dégradé, avec une demie vie de 56h. Les DP présentent ainsi le niveau de GFP le plus élevé (1.), les CD4SP et CD8SP en développement apparaissent également avec un fort niveau de GFP (2.). Suite à l'émigration, les RTE sont identifiables par un niveau faible de GFP (3.). Lors de leur maturation, ces cellules perdent la GFP, par prolifération ou par dégradation avec le temps (4.). Dans le thymus, une population de cellules négatives pour la GFP fait partie des population SP (5.), essentiellement constituée de cellules recirculants de la périphérie vers le thymus. 

Nous avons ainsi décrit que la production des

2) Influence de la recirculation

Le thymus est un organe lymphoïde primaire dont la fonction première est de produire, sélectionner et exporter un grand nombre de lymphocytes T. Toutefois, de nombreuses études démontrent la présence de cellules originaires de la périphérie dans le thymus, telles que les cDC migratoires, les LB et les pDC précédemment évoqués. Ces cellules ne sont pas le sujet de ce manuscrit mais ce sujet a fait l'objet d'une revue publié par notre équipe (cf. annexe 1) [START_REF] Santamaria | Antigen-presenting cells and T-lymphocytes homing to the thymus shape T cell development[END_REF]. Les LT ne sont pas exclus de ce processus de migration vers le thymus, avec la particularité que pour ces cellules, cette migration correspond à un retour vers leur organe d'origine, qualifié de recirculation. Nous décrirons ici les mécanismes impliqués et les conséquences fonctionnelles de ce processus.

a-La recirculation des lymphocytes T En 1966, après le transfert adoptif de cellules de noeuds lymphatiques à une souris receveuse, Galton & Reed observent l'entrée de cellules dans le thymus et suggèrent la migration de lymphocytes [START_REF] Galton | Entry of lymph node cells into the normal thymus[END_REF]. Les premières preuves documentées de la recirculation de LT matures vers le thymus datent toutefois des années 1980. En 1982, Naparstek et collaborateurs décrivent que des LT de lignées cellulaires spécifiques pour la MBP et préalablement activés migrent vers le thymus du rat [START_REF] Naparstek | Effector T lymphocyte line cells migrate to the thymus and persist there[END_REF]. La même observation sera réalisée chez la souris, après transfert adoptif [START_REF] Fink | THYMIC CYTOTOXIC T LYMPHOCYTES ARE PRIMED IN VIVO TO MINOR HISTOCOMPATIBILITY ANTIGENS[END_REF][START_REF] Michie | RARE PERIPHERAL T CELLS MIGRATE TO AND PERSIST IN NORMAL MOUSE THYMUS[END_REF] ou parabiose [START_REF] Hirokawa | Immunohistological analysis of immigration of thymocyte-precursors into the thymus: Evidence for immigration of peripheral T cells into the thymic medulla[END_REF], avec une localisation privilégiée de ces cellules dans la médulla thymique. Toutes ces publications affirment la nécessité d'une activation préalable à la recirculation, confirmée par d'autres [START_REF] Agus | reentry of t cells to the adult thymus is restricted to activated T cells[END_REF][START_REF] Tian | Homeostatic Expansion Permits T Cells to Re-Enter the Thymus and Deliver Antigen in a Tolerogenic Fashion[END_REF].

Toutefois, il est également observé que des cellules naïves recirculent vers le thymus, bien que cette migration soit bien plus minoritaire [START_REF] Bell | Migration pathways of CD4 T cell subsets in vivo: The CD45RC subset enters the thymus via α4integrin-VCAM-1 interaction[END_REF][START_REF] Westermann | Both activated and nonactivated leukocytes from the periphery continuously enter the thymic medulla of adult rats: phenotypes, sources and magnitude of traffic[END_REF]. L'étude de Bell et collègues révèle également que cette migration implique l'intégrine a4 exprimé par les LT et VCAM-1 50 par l'endothélium thymique. Malgré cela, peu de détails sont connus concernant les mécanismes moléculaires contrôlant l'immigration des LT vers le thymus, bien que certains facteurs favorisent la recirculation. A titre d'exemple, le thymus néonatal semble particulièrement perméable aux LT matures périphériques [START_REF] Surh | Exclusion of circulating T cells from the thymus does not apply in the neonatal period[END_REF], tout comme le thymus de souris très âgées qui apparait particulièrement riche en cellules recirculantes [START_REF] Hale | Thymic output in aged mice[END_REF]. Quelles pourraient en être les causes ? Outre une accumulation progressive pouvant expliquer l'enrichissement chez les souris âgées, le fait que de mêmes observations soient réalisées dans les thymus de souris chez lesquelles une altération de la structure du thymus est observées [START_REF] Bosco | Peripheral T cell lymphopenia and concomitant enrichment in naturally arising regulatory T cells: the case of the pre-Talpha gene-deleted mouse[END_REF][START_REF] Dumont | Migration of Peripheral T and B Cells into the Thymus of Aging ( NZB X SJL ) F1 Female Mice[END_REF][START_REF] Surh | Growth of Epithelial Cells in the Thymic Medulla Is Under the Control of Mature T Cells By Charles D[END_REF] suggère une recirculation favorisée par la déstructuration du thymus ou un manque de structure concernant la période néonatale. Bien que, les articles cités ci-dessus utilisent des modèles pour lesquels une lymphopénie est observée, tout comme c'est le cas en période néonatale, ce qui pourrait également favoriser l'activation et la prolifération homéostatique des LT et ainsi leur recirculation [START_REF] Tian | Homeostatic Expansion Permits T Cells to Re-Enter the Thymus and Deliver Antigen in a Tolerogenic Fashion[END_REF] ; la niche des cellules recirculantes chez les souris lymphopéniques semble similaire à celle des souris WT, ce qui semble exclure cette impact de la lymphopénie [START_REF] Kirberg | Peripheral T lymphocytes recirculating back into the thymus can mediate thymocyte positive selection[END_REF].

La relevance fonctionnelle de ce processus est depuis longtemps source de débat. Les LT recirculants ont-ils une fonction précise dans le thymus, et cette fonction est-elle indispensable (Hale and Fink, 2009) ? Certains suggèrent que la recirculation est un épiphénomène, lié simplement à l'activation périphérique de LT qui leur permet d'exprimer des molécules conditionnant la migration vers les organes, dont certaines participeraient à une domiciliation au thymus de façon fortuite [START_REF] Sprent | Re-entry of mature T cells to the thymus : an epiphenomenon ?[END_REF]. Toutefois, diverses fonctions ont été proposées et démontrées, dans des modèles plus ou moins relevant. Les premières hypothèses lorsque la recirculation fut décrite, est une fonction protectrice du thymus contre des pathogènes, ainsi qu'un stock de cellules matures [START_REF] Fink | THYMIC CYTOTOXIC T LYMPHOCYTES ARE PRIMED IN VIVO TO MINOR HISTOCOMPATIBILITY ANTIGENS[END_REF][START_REF] Naparstek | Effector T lymphocyte line cells migrate to the thymus and persist there[END_REF]. Une fonction des LT recirculants fut notamment démontré dans la protection du thymus contre une infection mycobactérienne [START_REF] Nobrega | T Cells Home to the Thymus and Control Infection[END_REF]. Les LT recirculants étant préférentiellement localisés dans la médulla thymique, l'hypothèse d'une influence sur la sélection négative a été privilégiée, bien qu'un rôle favorisant la sélection positive des LT CD8 TCRtg pour l'OVA ai été suggéré [START_REF] Kirberg | Peripheral T lymphocytes recirculating back into the thymus can mediate thymocyte positive selection[END_REF]. Une première étude en 1990 démontre que le transfert de LT CD8 de souris DBA/2 à des souris BALB/c induit la sélection négative de LT Vb6 + spécifiques d'un sAg originaire des DBA/2 [START_REF] Webb | Induction of neonatal tolerance to Mlsa antigens by CD8+ T cells[END_REF]. Cette démonstration suggère que les LT recirculants sont une source d'antigène tolérogènes comme le confirme une étude avec un modèle de rejet de greffe. Ce dernier est prévenu par le co-transfert de LT allogéniques qui, après recirculation, induisent l'élimination des LT allo-spécifiques [START_REF] Tian | Induction of central tolerance by mature T cells[END_REF]. Une inhibition de la sélection négative est également proposée par Edelman et collègues, qui suggèrent que les LT CD8 recirculants bloquent la sélection des LT de même spécificité en éliminant les DC thymiques présentant le peptide agoniste de ces cellules (Edelmann et al., 2011). En lien avec ce dernier article, une hypothèse concernant ces LT recirculants est qu'ils puissent favoriser la sélection en agissant sur le stroma thymique. En effet, en période néonatale, le stroma est peu développé, pouvant conduire au développement de cellules de haute affinité du fait d'une sélection négative moins efficace comme évoqué précédemment. Ainsi, ces cellules facilement activées en périphérie recirculeraient vers le thymus plus aisément. La littérature décrit que la maturation de la médulla nécessite un cross-talk entre mTEC et cellules autoréactives [START_REF] Irla | Autoantigen-Specific Interactions with CD4+ Thymocytes Control Mature Medullary Thymic Epithelial Cell Cellularity[END_REF][START_REF] Lopes | Thymic crosstalk coordinates medulla organization and T-cell[END_REF]. Ainsi il est plausible de penser que les LT recirculants participent à la mise en place de la tolérance centrale en stimulant la maturation du stroma thymique.

En lien avec cette idée, il a récemment été démontré dans un modèle de FTOC que les cellules matures stimulent la différenciation des mTEC via une signalisation dépendante de RANK, augmentant ainsi la sélection négative (Yin et al., 2017). Toutefois, ceci n'est pas sans conséquence et conduit à un épuisement des précurseurs de mTEC, pouvant à terme résulter en une raréfaction des mTEC. Ce même groupe suggère par ailleurs que la forte de recirculation de LT Th2 nuirait quant à elle à la sélection thymique et favoriserait l'involution [START_REF] Shen | Recirculating Th2 cells induce severe thymic dysfunction via IL-4/STAT6 signaling pathway[END_REF].

Finalement, il est également envisageable que les LT recirculants favorisent le développement Treg en fournissant une source importante d'IL-2, dont il est démontré une provenance majeure à partir des LT CD4 ayant un TCR de haute affinité [START_REF] Hemmers | IL-2 production by self-reactive CD4 thymocytes scales regulatory T cell generation in the thymus[END_REF][START_REF] Owen | Identification of Cellular Sources of IL-2 Needed for Regulatory T Cell Development and Homeostasis[END_REF]. Cette piste n'est pas documentée à ce jour, mais mérite de plus amples investigations.

b-La recirculation des lymphocytes T régulateurs

Les Treg étant caractérisés par une forte réactivité vis-à-vis d'antigènes du soi, il est probable que ces cellules qui sont facilement activées en périphérie à l'état physiologique (Fisson et al., 2003) puissent également recirculer, et potentiellement constituer une fraction majeure de la population de cellules recirculantes dans le thymus des souris non manipulées. De premières preuves de la recirculation des

Treg proviennent d'expériences de parabiose entre des souris WT et des souris déficientes pour la chaine a du pré-TCR (pTa -/-). Chez ces dernières, la population de Treg retrouvée dans le thymus contient des cellules recirculantes originaires du parabionte WT [START_REF] Bosco | Peripheral T cell lymphopenia and concomitant enrichment in naturally arising regulatory T cells: the case of the pre-Talpha gene-deleted mouse[END_REF]. De même, l'élimination périphérique constitutive des LT CD4 chez les souris « GK » (produisant un anticorps anti-CD4 conduisant à la destruction de ces cellules dans la périphérie) résulte en une diminution importante de la fraction de Treg thymiques [START_REF] Zhan | The origin of thymic CD4+CD25+regulatory T cells and their co-stimulatory requirements are determined after elimination of recirculating peripheral CD4+cells[END_REF].

L'utilisation du modèle Rag2-GFP a permis de caractériser plus précisément cette population de LT recirculants. Ce modèle a permis de mettre en lumière que, contrairement aux Tconv pour lesquels la quasi-totalité (>90%) des cellules thymiques sont en développement (GFP + ), la majorité (50 à 60%) des

Treg thymiques d'une souris adulte sont des cellules GFP -, probablement recirculantes (McCaughtry et al., 2007;Thiault et al., 2015). Ces données démontrent à l'échelle de la population une capacité plus importante des Treg par rapport aux Tconv à recirculer et ainsi à participer au pool de Treg thymiques, bien qu'en terme quantitatif le nombre de Treg et de Tconv recirculants soient similaires dans le thymus. Alors que la littérature favorise l'hypothèse de la recirculation, il a toutefois été suggéré qu'une grande partie de ces Treg GFP -soient des cellules résidentes du thymus (Yang et al., 2014).

En 2015, notre équipe a démontré une augmentation progressive avec l'âge de la proportion de Treg recirculants, inversement corrélée avec la diminution de la production thymique de Treg (Thiault et al., 2015). une activation périphérique de ces cellules. Les mécanismes moléculaires mis en jeu restent peu définis, bien que qu'impliquant des récepteurs aux chimiokines, dont CXCR4 (Thiault et al., 2015).

D'autres rapports suggèrent un rôle de CCR6, qui est exprimé par les Treg recirculants et dont le ligand CCL20 est produit par les mTEC. Ainsi, chez les souris CCR6 -/-, la déficience résulte en une diminution de la proportion de Treg recirculants dans le thymus (Cowan et al., 2016[START_REF] Cowan | Aire controls the recirculation of murine Foxp3+regulatory T-cells back to the thymus[END_REF]. Dans ce dernier article, les auteurs observent également chez des souris Aire -/-une production de CCL20 diminué, résultant en une proportion de Treg recirculants réduite. Finalement, la présence de Treg recirculants semblerait favorisée par l'inflammation, et, dans ce contexte, « protégerait » le développement des Treg en bloquant l'action de l'IL-1, elle-même inhibitrice du développement Treg (Nikolouli et al., 2020). 15). Bien que d'autres études comparent parfois la proportion thymique des Treg entre plusieurs souches [START_REF] Chen | BALB/c mice have more CD4+CD25+ T regulatory cells and show greater susceptibility to suppression of their CD4+CD25-responder T cells than C57BL / 6 mice[END_REF][START_REF] Dépis | Unstable FoxP3 + T regulatory cells in NZW mice[END_REF][START_REF] Hussain | Increased T regulatory cells lead to development of Th2 immune response in male SJL mice[END_REF], peu d'études se consacrent à creuser le lien avec des polymorphismes génétiques. 

La population de

b-NOD vs B6

Une exception à cette observation concerne la souris NOD (non obèse diabétique). Cette lignée murine générée au début des années 1980 [START_REF] Makino | Breeding of a non-obese, diabetic strain of mice[END_REF] est aujourd'hui considérée comme le modèle murin de référence dans l'étude du diabète de type I (T1D), une pathologie auto-immune dépendante des LT. Ces animaux présentent une polyurie, une glycosurie, une perte de poids et une infiltration des ilots de Langerhans du pancréas, caractéristiques de la pathologie [START_REF] Pearson | The importance of the Non Obese Diabetic (NOD) mouse model in autoimmune diabetes[END_REF] [START_REF] Salomon | B7/CD28 Costimulation Is Essential for the Homeostasis of the CD4+CD25+ Immunoregulatory T Cells that Control Autoimmune Diabetes[END_REF].

Les premières investigations concernant des variations de la tolérance centrale chez la souris NOD se sont intéressées à la sélection négative. De nombreuses études ont ainsi rapporté un défaut de sélection négative chez la souris NOD comparé aux souris B6, que ce soit au sein des répertoires polyclonaux ou TCRtg, impliquant souvent la modulation des voies apoptotiques. Ce défaut a alternativement été attribué à différentes régions chromosomiques, dont notamment le chromosome 1, contenant un locus majeur de susceptibilité, l'Idd5 [START_REF] Kishimoto | A defect in central tolerance in NOD mice[END_REF][START_REF] Liston | Generalized resistance to thymic deletion in the NOD mouse: A polygenic trait characterized by defective induction of Bim[END_REF][START_REF] Motta | The NOD allele of the Idd5 locus on chromosome 1 mediates a non-cellautonomous defect in negative selection of T cells[END_REF][START_REF] Zucchelli | Defective central tolerance induction in NOD mice: Genomics and genetics[END_REF]. D'autres loci ont été impliqués, tels que sur le chromosome 2 contenant l' Idd13, impliquant un défaut d'induction de la voie apoptotique Bim [START_REF] Liston | Generalized resistance to thymic deletion in the NOD mouse: A polygenic trait characterized by defective induction of Bim[END_REF] ; ou sur le chromosome 3 qui intègre plusieurs Idd distincts, dont l'idd3 qui comprend le gène de l'IL-2.

En lien avec ce défaut de sélection négative, une auto-réactivité augmentée est observée au sein du compartiment des LT CD4, par expérience en dilution limite et semblant être lié au CMH [START_REF] Kanagawa | Autoreactivity of T cells from nonobese diabetic mice: an I-Ag7-dependent reaction[END_REF], ou par une analyse de séquençage du TCR qui identifie un enrichissement en motif promouvant l'auto-réactivité parmi les LT CD4 entre souris NOD et B6, également lié au CMH I-A g7 [START_REF] Ghosh | Polygenic control of autoimmune diabetes in nonobese diabetic mice[END_REF][START_REF] James | Reduced interleukin-2 responsiveness impairs the ability of T reg cells to compete for IL-2 in nonobese diabetic mice[END_REF][START_REF] Tang | Central Role of Defective Interleukin-2 Production in the Triggering of Islet Autoimmune Destruction[END_REF][START_REF] Yamanouchi | Interleukin-2 gene variation impairs regulatory T cell function and causes autoimmunity[END_REF]. Notre équipe a également observé une différence dans la quantité de Treg dans le thymus entre les souris NOD et B6 à différents âges adultes (Tellier et al., 2013) Treg par les Treg matures recirculants de la périphérie vers le thymus (Thiault et al., 2015). 

Introduction

Regulatory T lymphocytes (Treg) expressing the transcription factor Foxp3 are major actors in the control of immune-responses to self-and non-self [1,2] and of tissue integrity [3]. Their absence in humans and mice carrying mutations in the FOXP3/Foxp3

Correspondence: Prof. Joost P.M. van Meerwijk e-mail: Joost.van-Meerwijk@inserm.fr locus leads to lethal pathology early in life [4,5], best illustrating their central role in immune-tolerance. Whereas Treg can also differentiate from conventional T cells (Tconv) in the periphery, the work of several laboratories highlights the importance of thymus-derived Treg in protecting the organism from fatal immune-pathology [6]. In the thymus, at least three factors govern the development of Treg: high affinity interactions of TCRs expressed by developing thymocytes with peptide/MHC ligands expressed by thymic stromal cells [START_REF] Daley | Helios marks strongly autoreactive CD4+ T cells in two major waves of thymic deletion distinguished by induction of PD-1 or NF-kappaB[END_REF]; costimulatory [START_REF] Klein | Positive and negative selection of the T cell repertoire: what thymocytes see (and don't see)[END_REF][START_REF] Anderson | AIRE expands: new roles in immune tolerance and beyond[END_REF][START_REF] Gallegos | Central tolerance to tissue-specific antigens mediated by direct and indirect antigen presentation[END_REF] and adhesion molecules [START_REF] Malhotra | Tolerance is established in polyclonal CD4(+) T cells by distinct mechanisms, according to selfpeptide expression patterns[END_REF]; and signals downstream of cytokinereceptors [START_REF] Legoux | CD4+ T cell tolerance to tissue-restricted self antigens is mediated by antigen-specific regulatory T cells rather than deletion[END_REF]. Combined, these factors establish a thymic niche dedicated to Treg development.

Using transgenic mice expressing GFP under the control of the Rag2 promoter [START_REF] Malchow | Aire enforces immune tolerance by directing autoreactive T cells into the regulatory T cell lineage[END_REF], others and we recently showed that two distinct Treg populations occupy the thymic Treg niche: developing (GFP + ) and fully mature (GFP -) cells [START_REF] Sakaguchi | Regulatory T cells and immune tolerance[END_REF][START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF][START_REF] Li | Thymus-homing peripheral dendritic cells constitute two of the three major subsets of dendritic cells in the steady-state thymus[END_REF]. GFP -thymic Treg comprise a population of differentiated and suppressive cells recirculating from the periphery back to the thymus [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF]. Mature thymic Treg can inhibit de novo Treg development by limiting the bioavailability of IL-2 [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF][START_REF] Hadeiba | Plasmacytoid dendritic cells transport peripheral antigens to the thymus to promote central tolerance[END_REF], and apparently also favor Treg development by neutralizing IL-1β [START_REF] Proietto | Dendritic cells in the thymus contribute to T-regulatory cell induction[END_REF]. The proportion of recirculating effector/memory Treg strongly increases with age. These cells already represent almost half of the thymic Treg pool in 8-wk-old C57BL/6 mice and fill the entire thymic Treg-niche in 1-year-old mice. In parallel, thymic production of Treg, but not Tconv, drastically drops, showing an age-dependent regulation of Treg development [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF].

Several studies have shown quantitative differences in the proportion and numbers of thymic Treg in common inbred laboratory mouse strains leading to the description of quantitative trait loci (QTL) determining the size of the thymic Treg niche [START_REF] Guerri | Analysis of APC types involved in CD4 tolerance and regulatory T cell generation using reaggregated thymic organ cultures[END_REF][START_REF] Wirnsberger | Regulatory T cell differentiation of thymocytes does not require a dedicated antigen-presenting cell but is under T cell-intrinsic developmental control[END_REF][START_REF] Hanabuchi | Thymic stromal lymphopoietin-activated plasmacytoid dendritic cells induce the generation of FOXP3+ regulatory T cells in human thymus[END_REF][START_REF] Beschorner | Recruitment of semiallogeneic dendritic cells to the thymus during post-cyclosporine thymic regeneration[END_REF]. One of the major quantitative differences was observed between the type I diabetes-prone non-obese diabetic (NOD) mice which, paradoxically, have a large thymic Treg niche, and C57Bl/6 (B6) mice, which are resistant to autoimmune-disease and present a relatively small Treg-niche [START_REF] Guerri | Analysis of APC types involved in CD4 tolerance and regulatory T cell generation using reaggregated thymic organ cultures[END_REF][START_REF] Beschorner | Recruitment of semiallogeneic dendritic cells to the thymus during post-cyclosporine thymic regeneration[END_REF]. Results obtained with in vitro thymus organ cultures suggested that more Treg develop de novo in NOD than in B6 mice, but in vivo data are still lacking.

In light of the described heterogeneity of the population of thymic Treg [START_REF] Sakaguchi | Regulatory T cells and immune tolerance[END_REF][START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF] and of the inhibition that recirculating peripheral Treg exert on de novo development of Treg [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF], we revisited thymic development of Treg in several inbred mouse strains, with a particular emphasis on NOD and B6 mice, using approaches allowing rigorous distinction between developing and recirculating Treg.

Results

The NOD thymus has a particularly large Treg-niche In this study, as in our previously published work [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF], we defined Treg as Foxp3 + cells, irrespective of CD25-expression. This is based on the observation that CD25 -Treg with suppressive functions have been reported in the periphery [23,24], and that we found substantial proportions of CD25 -Treg among recent thymic emigrants (defined as GFP + cells in Rag2-Gfp transgenic mice) and among more mature (GFP -) Treg in the spleen (Supporting Information Fig. S1A).

Previous work showed that the thymic Treg niche is greater in NOD than in B6 mice [START_REF] Guerri | Analysis of APC types involved in CD4 tolerance and regulatory T cell generation using reaggregated thymic organ cultures[END_REF][START_REF] Beschorner | Recruitment of semiallogeneic dendritic cells to the thymus during post-cyclosporine thymic regeneration[END_REF]. To assess if NOD mice have a particularly large or B6 mice, a particularly small Treg niche, we analyzed Treg-development in the thymus of eight inbred mouse strains at 8 weeks of age. We found the highest proportion of Treg in NOD mice, only rivalled by that found in the CBA thymus (Fig. 1A; Supporting Information Fig. S1B). B6 mice had the smallest proportion of Treg among mature CD4SP thymocytes. These results establish that inbred mouse strains exhibit a range of thymic Treg frequencies, with NOD and B6 mice representing the high and low extremes respectively of this range.

NOD thymocytes have a high capacity to differentiate into Treg

To assess if the relatively large Treg niche in NOD mice correlates with a stronger development of these cells, we next analyzed the proportions of Treg among mature CD4SP cells in the thymus of three-day old mice, i.e., before newly developing Treg leave the thymus and therefore before peripheral Treg recirculate back to the thymus and inhibit Treg-differentiation. The data on eight inbred mouse strains show that NOD mice have among the highest and B6 mice among the lowest levels of newly developing Treg (Fig. 1B), which corresponds to the sizes of the Treg-niche observed at 8 weeks (Fig. 1A). However, whereas in some strains the levels of newly developing Treg at 3 days of age correlated with the size of the Treg-niche at 8 weeks (B6, BALB/c, DBA/1, CBA, NOD), in the other strains it did not (SJL, FVB/N, C3H; cf. Fig. 1A andB; Supporting Information Fig. S1C). This observation suggested that in the distinct inbred mouse-strains the Treg niche in adult mice is composed of different proportions of newly developing versus recirculating Treg.

Differences in the proportions of recirculating Tregs in the thymi of inbred mouse strains

To analyze the proportions of newly developing and recirculating Treg in the thymi of adult WT mice, we first searched for cell-surface markers that allow for their identification. These two populations can reliably be distinguished using mice carrying the Rag2-Gfp and Foxp3-Thy1a reporters [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF]25]. We found that a CCR7 high CD73 -/low phenotype best corresponded to newly developing (i.e., GFP + ) Treg and a CCR7 -/low CD73 high phenotype to recirculating (GFP -) Treg in both B6 and NOD mice (Fig. 1C). Using this definition, we found substantial differences in the proportions of recirculating Treg in thymi from adult mice of the studied inbred strains (Fig. 1D; Supporting Information Fig. S1D). While some strains (e.g., CBA, C3H, BALB/c) had relatively few recirculating Tregs at 8 weeks of age, others (e.g., NOD, FVB/N, SJL) had a large proportion of recirculating Tregs at this time point. Importantly, these differences in the proportions of recirculating Treg at 8 weeks of age did not correlate with those observed in the proportions of newly developing cells in 3-dayold mice (Fig. S1E). They therefore apparently were not caused by the differences in the initial thymic production of Treg. These data suggest that two distinct factors, the overall size of the thymic Treg niche, and the propensity for recirculation of mature Tregs to the thymus, independently contribute to distinct thymic Treg compartments in different inbred mouse strains.

The development of Treg in NOD thymi evolves dynamically with age

The observation that newly developing Tregs were found in greater proportions in NOD than in B6 mice at 3 days, but not at 8 weeks of life (Fig. 1B andD) suggests a dynamic change in thymic Treg production in early life. To explore this phenomenon in further detail, we performed a longitudinal analysis of the proportions of Treg cells among newly developing (GFP + ) mature CD4SP thymocytes from Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a mutant B6 and NOD mice (Fig. 2A andB; Supporting Information Fig. S2A). Similar to our observations in 3-day old mice (Fig. 1B), we observed a substantially greater proportion of newly developing Treg in NOD than in B6 thymi at 2-and 3-weeks of age. However, later on the proportions of newly developing Treg cells rapidly declined in NOD mice and became comparable to those in B6 animals (Fig. 2B). Analysis of absolute numbers yielded similar results (Supporting Information Fig. S2B).

Particularly high levels of recirculating Treg accumulate in the NOD thymus

We next investigated the mechanisms involved in this drop in Treg development in NOD thymi. We previously showed that mature Treg that had recirculated to the thymus inhibit de novo Tregdifferentiation [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF]. We therefore assessed the levels of recirculating NOD and B6 cells in the thymic medulla, the site of Treg differentiation, of NOD and B6 mice. We first performed an analysis of the proportion of recirculating (GFP -) mature Foxp3 + Treg among CD4SP thymocytes in 2-to 8-week-old NOD and B6 mice. Substantially higher levels of recirculating Treg were observed in NOD than in B6 thymi all along the studied time-course (Fig. 2C andD; Supporting Information Fig. S2C). Importantly, the ratio of recirculating to newly developing Treg was substantially higher in NOD than in B6 mice (Supporting Information Fig. S2D). This result demonstrates that the higher level of recirculating Treg in NOD than in B6 mice is not solely due to the larger Treg-production by the NOD thymus. It thus consolidates our conclusion that the differences in recirculation we observed in the eight studied inbred mouse strains apparently is not due to the initial thymic output of Treg (Supporting Information Fig. S1E). Also, the proportions of recirculating Tconv among CD4SP thymocytes were somewhat higher in NOD than in B6 thymi up to 6 weeks of age and substantially higher at 7 and 8 weeks (Supporting Information Fig. S2E-G). However, we previously showed that fully mature recirculating Tconv do not quantitatively alter Treg development [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF], and therefore did not further investigate this issue.

Using confocal microscopy, we found recirculating Treg almost exclusively in the thymic medulla (Supporting Information Fig. S2H), suggesting that the proportion of recirculating Treg among CD4SP cells should reflect the density of these cells within the thymic medulla. To verify this issue, we analyzed by confocal microscopy the density of recirculating Treg in the thymic medullae of NOD and B6 mice. Cortical and medullary areas were distinguished based on expression levels of GFP, high in cortical CD4 + CD8 + double positive and lower in medullary CD4 or CD8 single positive thymocytes. In agreement with the flowcytometry data (Fig. 2C andD), we observed approximately twofold higher densities of recirculating GFP -Treg in the medullae of NOD than in those of B6 thymi, at 3 and 8 weeks of age (Fig. 2E andF).

Combined, these data show that NOD mice have a larger thymic Treg-niche than B6 mice (Fig. 1A) and that substantially more recirculating Treg accumulate in the thymus of NOD than of B6 mice (Fig. 2D; Supporting Information Fig. S2H). The size of this niche in NOD and B6 thymi is quite stable from 2 to 8 weeks of age (Supporting Information Fig. S2I). By contrast, its composition is much more dynamic. In agreement with the literature [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF], an increase in recirculating cells and a drop in developing cells are observed with age, more so in NOD than in B6 mice (Supporting Information Fig. S2I).

Thymic recirculating Treg in NOD and B6 mice have similar phenotypes

To identify the reason(s) for the greater levels of recirculating Treg in the NOD as compared to the B6 thymus, we first analyzed and compared their phenotypes at 3 weeks of age. In agreement with previous findings [START_REF] Sakaguchi | Regulatory T cells and immune tolerance[END_REF][START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF], we found that whereas newly developing GFP + Treg had mostly a naive phenotype (Supporting Information Fig. S3A), many recirculating GFP -Treg displayed a CD44 high CD62L low activated/memory phenotype (Fig. 3A). Sizeable proportions of recirculating (but not newly developing) Treg in NOD and B6 thymi also expressed the surface markers CD103, TIGIT, and ST2, all associated with Treg activation (Fig. 3A; Supporting Information S3A). Most GFP -Treg also expressed CXCR4, a chemokine receptor implicated in Treg re-entry into the thymus, whereas GFP + Treg expressed lower levels (Fig. 3B). Despite their medullary localization, recirculating GFP -Treg expressed lower levels of CCR7 than newly developing GFP + Treg. Interestingly, whereas most GFP -Treg in B6 mice expressed CCR6, as previously reported [25], a sizeable proportion of recirculating Treg in NOD mice did not. The latter observation emphasizes the need for identification of more reliable markers for newly developing versus recirculating Treg in WT mice.

mRNA-sequencing analysis of GFP -Treg from NOD and B6 thymi revealed only 491 genes that were differentially expressed in NOD versus B6 recirculating Treg (Fig. 3C). We found some differences in the expression of genes differentially expressed between resting and activated Treg [26] (Fig. 3D). However, examination of the thus identified genes did not reveal any obvious reason for the difference in recirculation (Supporting Information Fig. S3B and Table S1). We did not find a statistically significant difference in expression of this gene-set as a whole neither (Fig. 3D). Examination of selected gene-sets involved in T cell-development, -activation, or -differentiation, in lymphocyte-homing, or in Tregeffector functions only revealed one with a statistically significant difference (p < 0.05, FDR < 0.25) between NOD and B6 recirculating Treg: "regulation of IL-17 production" (Supporting Information Table S2), which is not obviously linked to Tregrecirculation. Unsupervised gene-ontology analysis of the 491 differentially expressed genes did not reveal any obvious link to Tregrecirculation neither (Supporting Information Fig. S3C and Table S3).

Taken together, these phenotype and transcriptome data indicate a great similarity between the recirculating Treg found in the thymi of NOD versus B6 mice. They thus did not reveal information on why we found more recirculating Treg in the NOD than in the B6 thymus.

Increased activation of Treg in the periphery of NOD mice promotes their greater recirculation to the thymus

It was previously shown that mainly activated T cells migrate back to the thymus [27]. The activated phenotype of recirculating GFP -Treg in B6 [START_REF] Sakaguchi | Regulatory T cells and immune tolerance[END_REF][START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF] and NOD (Fig. 3) mice is consistent with this observation. The higher levels of recirculating Treg in the NOD as compared to the B6 thymus may therefore be due to greater activation of Treg in the periphery of NOD mice. To test this hypothesis, we compared the phenotype of fully mature (GFP -) splenic NOD and B6 Treg by flow cytometry. We found substantially higher proportions of CD44 high CD62L low activated/memory cells among splenic Treg in NOD than in B6 mice (Fig. 4A; Supporting Information Fig. S4A). We also examined the proportion of differentiated, CD103 + cells within the mature splenic Treg population. Again, we found substantially more CD103 + cells among GFP -Treg in NOD than in B6 mice (Fig. 4B). Expression of ST2, a component of the receptor for IL-33, identifies a population of highly suppressive Treg preferentially localized in tissues [3]. We found much higher proportions of ST2 + cells among GFP - splenic Treg in NOD than in B6 mice (Fig. 4C). Taken together, these data show that the fraction of Treg displaying a highly activated and differentiated phenotype is substantially higher in the periphery of NOD than that of B6 mice. A higher level of recirculating Treg in the NOD than in the B6 thymus therefore correlates with a higher proportion of activated cells among Treg in the periphery.

To assess if the correlation between the levels of activated Treg in the periphery and recirculating cells in the thymus is a general phenomenon, we analyzed the proportions of activated cells among peripheral CD4 + Foxp3 + Treg in eight inbred mouse-strains and compared it to the proportions of recirculating CCR7 -/low CD73 high Treg among CD4SP thymocytes in these mice. We thus found a direct correlation between the levels of activated Treg in the spleen and recirculating Treg in the thymus (Fig. 4D). This observation suggests that the higher proportions of recirculating (GFP -) cells we found among Treg in the NOD as compared to the B6 thymus was due to the substantially higher frequencies of activated cells among peripheral Treg in NOD mice. To directly test this hypothesis, we adoptively transferred Treg and assessed their migration to the thymus. We purified Treg from peripheral lymphoid organs of 3-week-old Foxp3-Thy1a mutant NOD and B6 mice and injected a mix of them i.v. into NK-celldepleted (NOD × B6) F 1 hosts. The day after, we analyzed the accumulation of transferred Treg in the spleen and the thymus (Fig. 4E). The proportion of NOD and B6 cells among transferred Treg found in the spleen was taken as the proportion of surviving injected cells. NOD and B6 Treg-migration to the thymus was expressed as the ratio of the percentages of NOD or B6 cells among transferred Treg found in the thymus versus spleen. As shown in Fig. 4E, proportionally more NOD than B6 Treg had migrated to the thymus. These data may be explained by our observation that there are more activated cells among NOD than among B6 Treg. To directly assess this possibility, we ex vivo pre-activated NOD and B6 Treg, adoptively transferred them into (NOD × B6) F1 hosts, and analyzed their migration to thymus. The results demonstrate that ex vivo activated NOD and B6 Treg equally efficiently migrated to the thymus (Fig. 4F). Taken together, these data indicate that the greater proportions of recirculating Treg we found in the NOD than in the B6 thymus were not due to an intrinsic difference in the ability of activated Tregs from NOD mice to home to and accumulate in the thymus, but rather a reflection of the higher proportion of activated Tregs in the periphery of NOD mice.

Recirculating NOD Treg protect better against experimental immunopathology than newly developing cells

Since (presumably antigen-driven) peripheral activation strongly favors Treg recirculation back to the thymus, we hypothesized that recirculating Treg have a more pronounced in vivo function than newly developing cells. To assess this postulate, we performed adoptive transfer experiments. Foxp3-Thy1a mutant splenocytes were depleted of Thy1.1 + Treg and subsequently reconstituted (or not) with thymic GFP + or GFP -Treg to original levels of Treg. These cells were i.v. injected into Cα-mutant NOD mice, which lack TCRαβ-expressing T cells. The control group receiving only Treg-depleted splenocytes rapidly died. Co-injection of GFP + Treg delayed mortality. Interestingly, co-injection of GFP -Treg delayed mortality substantially more (Fig. 5A). In contrast to the mice that had received thymic GFP + Treg, which lost weight over time, the weight of the mice that had received GFP -Treg remained stable during the whole duration of the experiment (24 weeks, Fig. 5B). Determination of the symptoms of pathology developing in the mice of the three experimental groups confirmed that thymic GFP -Treg controlled pathology better than their GFP + counterparts (Fig. 5C). Taken together, these data show that recir-culating thymic Treg are particularly capable of protecting against immunopathology.

Greater accumulation of recirculating Treg in NOD thymus leads to stronger inhibition of Treg development

As shown in Fig. 2B, higher levels of Treg developed in the thymi of 2-and 3-week-old NOD than B6 thymi. However, starting at 4 weeks of age, the levels of Treg development in these two mousestrains were indistinguishable. Treg development appears therefore more inhibited with age in NOD than in B6 mice. We previously showed that recirculating Treg inhibit the de novo development of Treg in FTOC and in B6 mice [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF]. Analysis of the levels of CCR7 -/low CD73 high recirculating and CCR7 high CD73 -/low newly developing Treg in the eight inbred mouse strains revealed an inverse correlation between these two parameters (Fig. 6A), supporting our conclusion that recirculating Treg inhibit the de novo development of Treg.

We previously reported that recirculating Treg inhibit development of Foxp3 + Treg but not of Foxp3 -CD25 + precursors [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF]. In agreement with this conclusion, we found that, whereas the proportions of Foxp3 -CD25 + thymocytes dropped both in B6 and NOD mice, the decline was similar in B6 and NOD mice (Supporting Information Fig. S5).

The stronger decline in Treg development in NOD than in B6 mice (Fig. 2B) is therefore likely caused by the higher proportions of recirculating Treg we found in the NOD than in the B6 thymus (Fig. 2D). However, it may also be due to a hypothetical higher intrinsic capacity of recirculating NOD Treg to inhibit de novo Treg development. To assess the latter possibility, we analyzed the correlation between the levels of recirculating and newly developing Treg in the thymi of B6 and NOD mice. To compare Treg-development in thymi with similar levels of recirculating Treg in the thymus, we used data from B6 mice of 2-53 weeks of age and from NOD mice of 2-8 weeks of age. The correlation of recirculating versus newly developing NOD Treg essentially paralleled that of B6 cells (Figs. 6B andC). This result suggests that the intrinsic capacity of recirculating NOD Treg to inhibit de novo development of Treg is not different from that of B6 cells, which is consistent with their quite similar phenotypes (Fig. 3).

If the decline in Treg development we observed in NOD thymi is caused by recirculating Treg, decreasing the levels of the latter cells should increase Treg development. To assess this, we repeatedly i.v. injected anti-CD4 antibody for 3 weeks to deplete peripheral CD4 + T cells. This treatment substantially reduced the proportions of conventional and of regulatory CD4 + T cells in the spleen (Supporting Information Fig. S6A). Whereas thymic cellularities were unaltered (Supporting Information Fig. S6B), we observed a substantial reduction in the levels or recirculating GFP - Treg in the thymus (Figs. 6D andE). Whereas the proportions of the distinct populations of developing thymocytes, including CD4SP cells, did not change in anti-CD4 treated mice (Supporting Information Fig. S6C), we observed a significant increase in the proportions of developing Treg (Fig. 6D andF). These data thus consolidate our conclusion that, as we previously showed for B6 mice [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF], in NOD mice recirculating Treg inhibit intrathymic de novo Treg-development.

Discussion

Here, we show that in the type I diabetes-prone NOD mousestrain the thymic niche for Treg is, paradoxically, exceptionally large. Consistently, the capacity of thymic precursors to develop into Treg is greater in NOD mice than in most other inbred mousestrains we studied. However, relatively large proportions of Treg are activated in the NOD periphery and these cells migrate back to the thymus. This leads to a relatively strong inhibition of de novo Treg development in the NOD thymus. As a consequence, Treg development in adult NOD mice is quantitatively quite similar to that in adults of several other inbred mouse strains. Thus, very dynamic mechanisms quantitatively control Treg development in the thymus and link this process to activation of Treg in peripheral tissues and organs.

Our results are in apparent opposition with reports documenting enhanced thymic development of Treg in NOD mice through life [START_REF] Guerri | Analysis of APC types involved in CD4 tolerance and regulatory T cell generation using reaggregated thymic organ cultures[END_REF][START_REF] Beschorner | Recruitment of semiallogeneic dendritic cells to the thymus during post-cyclosporine thymic regeneration[END_REF]. However, previous work did not take into account the heterogeneity of the thymic Treg population, composed of developing cells and, with age, ever larger proportions of peripheral Treg that had recirculated back to the thymus [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF]. In the current study, the use of Rag2-Gfp mice allowed us to perform a longitudinal analysis and comparison of the amount of de novo generated thymic Treg in NOD and B6 mice. While enhanced Treg development was observed in NOD thymi during the first 3 weeks of life, consistent with previous reports [START_REF] Guerri | Analysis of APC types involved in CD4 tolerance and regulatory T cell generation using reaggregated thymic organ cultures[END_REF][START_REF] Beschorner | Recruitment of semiallogeneic dendritic cells to the thymus during post-cyclosporine thymic regeneration[END_REF], comparable proportions of developing Treg were seen in the two strains from 4 weeks-of-age on. These results emphasize the importance of distinguishing differentiating and recirculating cells when studying Treg development in the thymus.

If and how these findings affect the peripheral repertoire and function of NOD Treg remains to be determined. Recent work underlined the key role of neonatal Treg in protection of the organism from fatal immune diseases [28]. Since recirculating Treg inhibit the development of new Treg from 3 to 4 weeks of age on, this mechanism should not affect the generation of neonatal Treg. However, it may be linked to the observation that Treg developing later on inefficiently protect from lethal autoimmune pathology in the experimental system used by these authors. A strong decline in Treg production early in life may contribute to the generation of a more restricted repertoire of TCR expressed by NOD than B6 Treg, as suggested by the work of Ferreira [29], which could impair peripheral Treg responses.

Several groups reported that mostly activated T cells migrate back to the thymus (reviewed in [27]). Our results indicate that heightened activation of peripheral NOD Treg explains their increased recirculation back to the thymus early in life. We indeed observed exceptionally high amounts of effector and differentiated Treg in the periphery of young NOD as compared to seven other inbred mouse strains, directly correlating with the levels of recirculating cells in the thymus. Moreover, in adoptive transfer experiments of ex vivo activated NOD and B6 Treg, these cells displayed comparable capabilities to recirculate back to the thymus. At least two hypotheses can explain the hyper-activation of peripheral neonatal NOD Treg. (I) It has been previously suggested that NOD mice are lymphopenic [30]. Since the repertoire of Treg (but not Tconv) is enriched in self-reactive cells [31], these cells could expand more in NOD than B6 mice. However, adoptive transfer experiments in lymphopenic hosts have actually shown that NOD Treg proliferate less than their B6 counterparts [32]. (II) Alternatively, the repertoire of NOD Treg may be more auto-reactive than the one of B6 mice, resulting in a greater activation of NOD than B6 peripheral Treg. This hypothesis is supported by a study showing an enrichment in self-reactive CD4 + T cells in NOD (as compared to B6) mice [33]. It is tempting to speculate that thymic selection of high affinity/avidity Treg leads to their peripheral activation and expansion [34] and, as a consequence, to their recirculation back to the thymus where they suppress de novo development of Treg.

It was previously shown that autospecific Treg are activated in the periphery [34]. Given that mainly activated T cells re-enter the thymus [27], the recirculating Treg therefore presumably are, at least in part, autospecific. In support of this hypothesis, we found that recirculating Treg protect better against immunopathology than newly developing cells, which have not undergone this "selection-process" in the periphery. This observation suggests that recirculating Treg in the thymus reflect (auto-)immune-responses going on in the periphery. They may therefore contribute to a hypothetical modulation of T cell-selection by peripheral immune responses, as previously hypothesized for cytotoxic T cells [35]. This hypothesis would merit further investigation.

Interestingly, in seven and 8-week-old thymi from NOD but not B6 mice, we also observed substantially greater proportions of Tconv that had recirculated from the periphery back to the thymus. This observation probably correlates with increasing peripheral activation of NOD T cells with age, insulitis starting in 3week-old animals and progressing over time [36]. It was recently shown that recirculating Tconv, via RANK signaling, boost mTEC differentiation ultimately leading to exhaustion of TEC precursors [37]. Increased recirculation of regulatory and conventional T cells, both expressing high levels of RANKL [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF]37], could therefore contribute to the accelerated thymic involution and medulla disorganization observed in NOD mice [38].

In conclusion, enhanced peripheral activation of Treg in young NOD mice results in their increased migration back to the thymus where they inhibit the development of new Treg. It will be important in the future to determine if and how recirculating Treg, for example, by interacting with thymic stromal cells, modify the specificity-based selection of developing thymocytes. This process could contribute to the reported age-related change in the development of autoreactive T cells observed in NOD mice [39].

Materials and methods

Mice

Rag2-Gfp B6 mice [START_REF] Malchow | Aire enforces immune tolerance by directing autoreactive T cells into the regulatory T cell lineage[END_REF] were kindly provided by Pamela Fink and Foxp3-Thy1a B6 mice [START_REF] Walters | A role for intrathymic B cells in the generation of natural regulatory T cells[END_REF] by Adrian Liston. Rag2-Gfp B6 mice and Foxp3-Thy1a B6 mice were speed-backcrossed to NOD/LtJ as previously reported [START_REF] Cepeda | Age-associated decline in thymic B cell expression of Aire and Aire-dependent self-antigens[END_REF]. After reaching NOD homozygosity for all the Idd-loci tested (5-6 generations), additional backcross to NOD/LtJ was performed for 10 generations. Glycosuria was routinely tested. Animals were considered diabetic when their glycosuria was ࣙ0.5 g/dL. Positive mice were excluded from the analysis. NOD/LtJ and CD45.1 B6 mice were used to generate (NOD×B6) F1 animals. NOD/Cα°(NOD.129P2(C)-Tcra tm1Mjo /DoiJ) mice were kindly provided by Dr. Sylvie Guerder and originally obtained from JAX laboratories. BALB/cJ, CBA, C3H/HE, DBA/1, and FVB/N mice were obtained from Janvier; SJL mice were from Charles River. All experiments involving animals were performed in compliance with governmental and institutional guidelines (ethical approval APAFIS#4151-201602171 0481496.v6).

Antibodies

The following monoclonal antibodies (mAbs) and secondary reagents were used: Pacific Blue-labeled anti-CD4 (GK1.5), Biotin-labeled anti-CD4 (RM4.4), PE-CF594-labeled anti-CD8α 

Flow cytometry

Sample preparation and staining were essentially performed as previously described [START_REF] Naparstek | Effector T lymphocyte line cells migrate to the thymus and persist there[END_REF]. FACS data were acquired using an LSRII or a Fortessa flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA) and analyzed using FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR). Doublets and dead cells were excluded from the analysis by using appropriate FSC/SSC gates. For CCR7 and CXCR4 staining, cells were incubated in complete medium with CCR7-or CXCR4specific antibodies during 45 min at 37°C, and 45 min at RT for CCR6.

Purification of Treg

Splenocytes and LN cells from 3-week-old NOD and B6 Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a mice were depleted of erythrocytes and incubated with a mixture of anti-FcγRIII/FcγRII (2.4G2), anti-CD8α (H59), anti-MHC-II (M5/114), and anti-B220 (RA3-6B2) antibodies (all purified from hybridoma culture supernatants). Labeled cells were eliminated with anti-rat IgG antibody-coated Dynabeads (Invitrogen). The resulting population was stained with APC-labeled anti-Thy1.1 and then incubated with anti-APC microbeads (Miltenyi Biotec) and positively selected using MS columns (Miltenyi Biotec). Purity (>95%) and activation status were assessed by flow cytometry. Thus purified Treg cells were transferred into recipient mice, either directly after purification or after ex vivo activation.

Ex vivo activation of Treg cells

Purified B6 and NOD Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a + Treg cells were cultured in 96-well round-bottom plates coated with anti-CD3ε (2C11, 5 µg/mL) and anti-CD28 (37.51, 1 µg/mL) (BioXcell) mAbs in the presence of IL-2 (500 U/mL) (Roche). After 2 days, cells were transferred to uncoated 96-well flat-bottom plates and cultured for five additional days in the presence of IL-2 (500 U/mL). At day 7, Treg cells were harvested and adoptively transferred.

Treg cell adoptive transfer

Freshly purified or ex vivo activated B6 and NOD Treg cells were mixed at a 1:1 ratio. (NODxB6) F1 recipient mice were injected i.p. with 100 µg of anti-NK-1.1 mAb (PK136, BioXcell) to deplete NK cells and, 24 h later, i.v. injected with Treg cells (4 × 10 6 cells/mouse). Twenty-four hours after adoptive transfer, the spleen and thymus of the recipient mice were collected and thymocytes were depleted of CD8 + cells using an anti-CD8α hybridoma (31M) supernatant and rabbit complement. Cells were then labeled with indicated antibodies and analyzed by flow cytometry. Injected cells were identified as CD4 + Thy1.1 + ; NOD and B6 cells were identified as expressing H-2K d and H-2K b , respectively.

Confocal microscopy

Thymi from 3-and 8-week-old Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a B6 and NOD mice were fixed overnight in a 2% paraformaldehyde solution at 4°C. Thymi were then washed in PBS and dehydrated in successive sucrose baths [START_REF] Gallegos | Central tolerance to tissue-specific antigens mediated by direct and indirect antigen presentation[END_REF][START_REF] Wirnsberger | Regulatory T cell differentiation of thymocytes does not require a dedicated antigen-presenting cell but is under T cell-intrinsic developmental control[END_REF]and 30% in PBS). Organs were then embedded in TissueTek OCT compound (Sakura, Japan) and frozen. Blocks were mounted into a cryostat (Leica, Germany) and 6 µm-thick sections were collected. Sections were rehydrated in PBS, permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS and stained with directly labeled antibodies overnight at 4°C, followed, if applicable, by streptavidin staining for 4 h at 4°C. Sections were mounted in Mowiol mounting medium (Sigma-Aldrich) and images acquired with a Leica SP8 confocal microscope with a 63× objective. Images were analyzed with Imaris scientific software (Bitplane, USA). The GFP intensity of cortical and medullary thymocytes was calculated for a spot 4 µm in diameter for every Foxp3 + CD4 + cell. For determination of background values of GFP intensity, spots 4 µm in diameter were analyzed in interstitial regions of the thymus. Cortical and medullary regions were distinguished based on the GFP intensity of the thymocytes (cortex ࣙ 80 > medulla).

The following antibodies were used: Pacific Blue-labeled anti-CD4 (RM4-5) (BD Bioscience); EF660-labeled anti-Foxp3 (FJK-16S), EF570-labeled anti-Foxp3 (FJK-16S)(both from eBioscience), and AF488 labeled anti-GFP (A-21311) (Invitrogen).

RNA sequencing and data analysis

After complement or magnetic bead-mediated depletion of CD8 + cells, GFP -CD4 + Thy1.1 + Treg were FACS-sorted from thymi of 3-week-old Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a male B6 and NOD mice. Total RNA was extracted with miRNeasy micro kit (Qiagen, USA) and its quality was controlled using an Agilent 2100 BioAnalyzer (Agilent technologies, USA). Three independent biological replicates (each containing cells from 8 to 17 pooled NOD and B6 thymi) were analyzed. Libraries for RNA-sequencing (RNA-seq) were prepared using the TruSeq Standard Total RNA LT protocol (Illumina, USA), using 50-100 ng of high-quality RNA (RIN > 8.5). The quality of each library was checked using an Agilent 2100 BioAnalyzer. Samples were indexed and sequenced on Illumina HiSeq3000.

The reads were trimmed with the Trimmomatic tool [START_REF] Michie | Rare peripheral T cells migrate to and persist in normal mouse thymus[END_REF], after which they were aligned to the mouse reference genome mm10 (GRCm38.95) plus the alternative patch of this genome (GRCm38.dna.alt.fa), and quantified, using STAR (v.2.6) [START_REF] Agus | Re-entry of T cells to the adult thymus is restricted to activated T cells[END_REF]. Differential expression analysis and normalization of the counts were performed using DESeq2 (v. 1.16.1) [START_REF] Surh | Exclusion of circulating T cells from the thymus does not apply in the neonatal period[END_REF]. Genes with an adjusted p-value < 0.05 (Benjamini & Hochberg), fold change > 2, and mean normalized counts > 100 in at least one strain were selected (depicted in Fig. 3D). For Fig. 3C and Supporting Information Table S3, the Gene set enrichment analysis was performed with the normalized counts of the three replicates of NOD and B6 mice, the enrichment score is NOD/B6. The gene sets were selected from the GO terms knowledgebase (biological process), or from published data: "Treg canonical signature" and "Treg activation signature" [26], "Recirculating Treg signature" [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF], "Treg perinatal signature" [28], and "Th1-Th2-Th17 signature" [START_REF] Westermann | Both activated and nonactivated leukocytes from the periphery continuously enter the thymic medulla of adult rats: phenotypes, sources and magnitude of traffic[END_REF]. In Supporting Information Fig. S3B, the heatmaps were generated normalizing the mean to zero and a variance of log 2 (1.2) per gene and graphed with the package "heatmap.2." An unsupervised Gene ontology analysis was performed using the web tool GOrilla [47], and the enriched terms (shown in Supporting Information Table S2) were then treated with the web tool REVIGO [48] to group the redundant terms. The RNAseq data are available in the Gene Expression Omnibus (GEO) database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds) under the accession number GSE145713, the R scripts are available in https://github.com/arielgalindoalbarran/NOD_Treg_ recirculation.

Adoptive transfer into NOD Cα°mice

Splenocytes of 10-13-week-old prediabetic Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a NOD mice were depleted of erythrocytes and then incubated with APC-labeled anti-Thy1.1 mAb (OX7) and anti-APC microbeads (Miltenyi Biotec). Treg cells were then depleted using a sensitive depletion program (depl025) on the Automacs Pro Separator (Miltenyi Biotec). Eleven-to 16-week-old NOD Cα°mice were injected with 10 6 Treg-depleted splenocytes alone (control group) or reconstituted (to original proportions) with GFP + (developing) or GFP -(recirculating) Treg (CD4 + Thy1.1 + ) cells, FACS-sorted from thymi of 2-3-week-old Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a NOD mice. Weekly, glycosuria and weight loss were monitored. Mice tested positive for glycosuria, that lost 20% of their maximal body weight, or that showed signs of suffering (e.g., hunched body), were euthanized. Remaining mice were euthanized 24 weeks after adoptive transfer, and necropsy was performed. Mice that had developed macroscopically visible lymphomas (i.e., thymoma, severe spleno-, or lymphadeno-megaly), a pathology previously described in lymphopenic NOD mice [49,50], were excluded from the analysis.

In vivo CD4 T-cell-depletion

Three-week-old NOD mice were injected i.p. with anti-CD4 (GK1.5, BioXCell) or isotype matched control (ratIgG2b/κ, BioX-Cell) antibodies. Mice were first injected with 0.2 mg of antibody and then received 0.1 mg of antibody every 3 days during the next 3 weeks. Their splenocytes and thymocytes were analyzed by flow cytometry at day 21 after the first injection. (C) Gene ontology (biological process) from the 491 genes differentially expressed between recirculating NOD and B6 Treg. Increasing dot-sizes correspond to increasing pValues. Three independent biological replicates (each containing cells from eight to 17 pooled NOD and B6 thymi) were analysed.

CD8-PE-CF594

Thy1.1-APC GFP [START_REF] Krishnamurthy | BIM deficiency protects NOD mice from diabetes by diverting thymocytes to regulatory T cells[END_REF][START_REF] Mcduffie | I-E-independent deletion of V beta 17a + T cells by Mtv-3 from the nonobese diabetic mouse[END_REF][START_REF] Ribot | Agonist Ligands Expressed by Thymic Epithelium Enhance Positive Selection of Regulatory T Lymphocytes from Precursors with a Normally Diverse TCR Repertoire[END_REF] Les thymocytes de souris B6 et NOD Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a ont été analysés par cytométrie en flux (a) Expression de Foxp3-Thy1.1 parmi les thymocytes CD4 + CD8 -TCR high GFP + de souris âgées de 3 jours, utilisé pour la quantification des Treg en développement. (b) Quantification des Treg en développement en fonction de l'âge, à 0, 1,2,3,4,7,21 et 56 jours. Chaque symbole représente la moyenne de 4 à 12 individus ± SD. (c) Expression de la chaine de TCR Vb3 par les Treg CD4 + CD8 -TCR high GFP + Thy1.1 + de souris NOD âgées de 1 et 8 semaines, et (d) quantification de la proportion de de Tconv Foxp3 -et Treg Foxp3 + Vb3 + en développement à 1 et 8 semaines. (e) Expression de GITR vs. PD1 parmi les Treg CD4 + CD8 - TCR high GFP + Thy1.1 + à 3 jours de vie. (f) Quantification des Treg GITR hi PD1 hi en développement en fonction de l'âge, à 0,1,2,3,4,7, deoxyguanosine [START_REF] Jenkinson | Effect of deoxyguanosine on lymphopoiesis in the developing thymus rudiment in vitro: Application in the production of chimeric thymus rudiments[END_REF][START_REF] Jenkinson | Studies on T Cell Maturation on Defined Thymic Stromal Cell Populations In Vitro[END_REF], ont été repeuplés avec des précurseurs DN3 (CD4 -CD8 - CD44 -CD25 + ) NOD ou B6. Après 12 jours de culture, l'analyse des thymi confirme le développement accru des Treg à partir des DN3 NOD comparés aux B6 précédemment décrit (Feuerer et al., 2007) (figure 3A 
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Matériel et méthodes

Souris

Les souris NOD et B6 Rag-GFP Foxp3-Thy1.1 ont été générées comme décrite précédemment (cf. article 1). Les souris BALB/cJ, CBA, C3H/HE, DBA/1 et FVB/N proviennent de Janvier labs, les souris SJL proviennent de Charles River.

Anticorps

Les anticorps monoclonaux et réactifs secondaires suivants ont été utilisés : anti-CD4-pacific blue (GK1.5), anti-CD8a-PECF594 (53.6.7), anti-CD25-PE ou PECy7 (PC61), anti-Thy1.1-APC (OX-7), anti-TCRb-PE, BV421 ou FITC (H57-597), anti-CD44-APC-ef780 (IM7), anti-CD62L-PE (MEL-14), , anti-CCR7-PE (4B12), anti-CD73-BV605 (TY/11.8), anti-Foxp3-ef660 ou ef450 (FJK16S), anti-I-Ag7-biotine (RT1B-OX6), anti-I-Ab-PE (AF6-120.1), anti-Nur77-PE (12.14), anti-CD5-PE (53-7.3), anti-GITR-PECy7 (DTA-1), anti-PD1-PerCp-ef710 (J43), anti-CD28-biotine (37.51), anti-CTLA-4-PE (UC10-4B9) et de la streptavidine-PE ou ef450, provenant tous de chez BD Bioscience et ThermoFisher Scientific (eBioscience).

Cytométrie

Les échantillons ont été préparés et marqués comme précédemment décrit (article 1), les données acquises aux cytomètres LSRII ou Fortessa (BD Biosciences) et analysées avec le logiciel FlowJo (Tree Star).

FTOC

Les lobes thymiques de foetus de souris NOD ou NMRI à E15.5 ont été individuellement disséquées. Les organes ont été cultivés pendant 4 jours en plaques 6 puits sur des inserts de culture (Transwell 24mm, pores 0,4µm, membrane en polycarbonate, Corning inc) en milieu complet 10% SVF. Les lobes ont été collectés et digérés pendant 5min a 37°C en milieu RPMI contenant 4µg/ml de liberase TM et 0,1µg/ml de DNAse I (roche). Après lavages et comptage, les cellules ont été analysées par cytométrie en flux. Pour les experiences d'interférence, les milieux de cultures ont été supplémentées en anti-CD28 ou anti-CTLA-4 (5µg/ml, UC10-4F10-11) ou leurs isotypes contrôles respectifs (Syrian hamster Ig ou Armenian hamster Ig); ou avec une combinaison de concentration croissante en anti-CD80 (16-10A1) et CD86 (GL-1) ou leurs isotypes contrôles respectifs (Armenian hamster Ig et rat IgG2A 2A3) (BioXCell). L'inhibition de Pi3kd à été réalisée par ajout de concentration croissante en IC87114 dans le milieu de culture.

FTOC repeuplées avec des Treg

Des lobes thymiques NOD ont été collectés et placés en culture en gouttelettes suspendues (Terazaki plates, Nunc 163118) avec 50 000 Treg NOD activés in vitro comme précédemment décrit (cf. article 1). Après 24 heures, les lobes ont été transférés en plaque de culture sur inserts Transwell, cultivés durant 4 jours puis analysés.

FTOC repeuplées avec des DN3

Des lobes thymiques NMRI ont été collectés et cultivés sur des inserts Transwell en milieu complet contenant 1.35mM de 2-deoxyguanosine (2dGUO sigma D0901). Après 6 jours de cultures les lobes ont été lavés pendant 6 heures par immersion en milieu complet à 37°C. Les lobes ont ensuite été placés en culture en gouttelettes suspendues (avec 50 000 DN3 NOD ou B6 par lobe. Après 24 heures, les lobes ont été transférés en plaque de culture sur inserts Transwell, cultivés durant 12 jours puis analysés.

Tri de DN3

Les thymus de souris NDO et B6 âgées de 8 à 12 semaines ont été digérés, déplétés en cellules CD8 + en utilisant le surnageant d'un hybridome anti-CD8 (31M) et du complément de lapin. Les échantillons ont ensuite été marquées avec des anticorps conjugués et les DN3 CD4 -CD8 -CD3 -CD44 -CD25 + ont étés triés par FACS avec un trieur Aria II (BD Bioscience).

Génération des F1, BC1 et cartographie génétique

Des souris B6 and NOD Rag2-Gfp Foxp3-Thy1.1 ont été accouplées afin de générer des souris F1(NOD-B6). Les souris F1 ont ensuite été croisées avec des souris B6 Rag2-Gfp Foxp3-Thy1.1 afin d'obtenir une génération BC1 (backcross1). Les thymus de souris BC1 ont étés analysés à j3 et l'ADN extrait de leurs queues. L'ADN de 94 souris BC1 et d'un contrôle B6 et NOD ont été génotypés en utilisant une puce GGP GIGA-MUGA (illumina) selon les instructions du fabricant. 34003 snp ont été identifiés entre les souris NOD et B6 couvrant l'ensemble des chromosomes. Le LOD score (« logarithm of odds ») a été calculé afin de lier les phénotypes (proportion de Treg « triple high ») avec les génotypes (homozygote B6 ou hétérozygote NOD/B6) de chaque souris BC1. Le niveau de significativité à été placé comme précédemment décrit, à 3.

Séquençage du génome

L'ADN de souris NOD Rag2-Gfp Foxp3-Thy1.1 aux phénotypes WT et Mutant a été purifié en utilisant le kit « Dneasy blood and tissue kit » (Qiagen). Les contrôles qualité et le séquençage des librairies ADN « PCR free » ont été réalisées par la plateforme Genotoul.

Western Blot

Les splénocytes de souris NOD Rag2-Gfp Foxp3-Thy1. [START_REF] Okkenhaug | Signaling by the Phosphoinositide 3-Kinase Family in Immune Cells[END_REF][START_REF] Okkenhaug | PI3K IN LYMPHOCYTE DEVELOPMENT , DIFFERENTIATION AND ACTIVATION[END_REF]. Ainsi, bien Outre la régulation du métabolisme via mTOR, la voie PI3K/Akt régule également la survie cellulaire.

Notamment, l'activation de PI3K par CD28 induit l'expression de la molécule anti-apoptotique Bcl-XL [START_REF] Burr | Distinct Motifs Within CD28 Regulate T Cell Proliferation and Induction of Bcl-X L[END_REF][START_REF] Okkenhaug | A point mutation in CD28 distinguishes proliferative signals from survival signals[END_REF] et inhibe l'apoptose médiée par Fas [START_REF] Jones | CD28-dependent Activation of Protein Kinase B / Akt Blocks Fas-mediated Apoptosis by Preventing Deathinducing Signaling Complex Assembly[END_REF] Dans l'ensemble, que les Treg recirculants inhibent le développement par un ou plusieurs des mécanismes cités, ou par un autre moyen, une des questions clé est de comprendre si ces mécanismes sont mis en action suite à une interaction impliquant le TCR. L'IL-2 est une molécule soluble, mais peu diffusible, agissant de façon locale à la cellule productrice [START_REF] Busse | Competing feedback loops shape IL-2 signaling between helper and regulatory T lymphocytes in cellular microenvironments[END_REF]Klein et al., 2019;[START_REF] Oyler-Yaniv | A Tunable Diffusion-Consumption Mechanism of Cytokine Propagation Enables Plasticity in Cell-to-Cell Communication in the Immune System[END_REF]Weist et al., 2015). Il semble donc que l'inhibition de ce signal implique une grande proximité entre les Treg recirculants et en développement, pouvant ainsi être grandement favorisée par une rencontre antigénique. La trans-endocytose pourrait également être mise en place de façon autonome, mais étant un mécanisme nécessitant de contact, elle pourrait aussi être favorisée par une interaction dépendante de la présentation antigénique par les CPA. Outre les modèles TCRtg cités précédemment, ceci pourrait être évalué en microscopie bi-photonique, notamment grâce au modèle de coupes de thymus vivantes qui peuvent être colonisées avec des Treg triés, permettant d'observer les contacts cellulaires et les flux calciques en cas de stimulation antigénique (Weist et al., 2015).

Une observation importante subsiste lors de l'analyse de nos données : alors que le développement 

Introduction

Hematopoietic precursors enter the thymus at the cortico-medullary junction and migrate to the cortex where they start proliferating and expressing the T cell receptor for antigen (TCR). Each thymocyte expresses a unique TCR: This very substantial diversity is generated by random somatic rearrangements of the genes encoding the α and β chains of the TCR heterodimer. It has been estimated that this process can generate up to 10 15 different TCR specificities [1]. Given the random nature of Tcra and Tcrb rearrangements, only part of these developing thymocytes will express TCRs with a biochemically detectable affinity for self-MHC molecules. Only these precursors are potentially able to detect peptide/self-MHC complexes. Among these therefore potentially useful thymocytes, part will express TCRs with an affinity for self MHC/peptide complexes allowing them to be activated if allowed to fully mature. Since such cells are capable of causing autoimmune pathology, they are potentially harmful. Selection processes operating in the thymus ensure that mostly potentially useful but harmless T cell-precursors further mature.

Upon TCRαβ expression, developing T cells will first undergo "positive selection". Thymocytes expressing a TCR with biochemically detectable affinity for self-MHC expressed by cortical thymic epithelial cells (cTEC) are positively selected. These potentially useful T cell-precursors are saved from programmed apoptotic cell-death, the others die by neglect [2]. It has been suggested that positive selection of thymocytes involves interactions of low affinity between TCR and peptide/MHC complexes and/or avidity between thymocytes and cTEC, but this issue remains a matter of debate [3].

Thus positively selected thymocytes up-regulate CCR4 and CCR7 and migrate to the medulla [4,5]. Starting already in the cortex, they interact with dendritic cells (DC) and once in the medulla they interact with medullary thymic epithelial cells (mTEC), DC and B cells [6][START_REF] Daley | Helios marks strongly autoreactive CD4+ T cells in two major waves of thymic deletion distinguished by induction of PD-1 or NF-kappaB[END_REF][START_REF] Klein | Positive and negative selection of the T cell repertoire: what thymocytes see (and don't see)[END_REF]. Developing T cells are thus submitted to "negative selection": The induction of clonal anergy or apoptotic cell-death of T cell-precursors that bear a TCR with a too high affinity for self-peptide/MHC complexes and that are therefore potentially harmful. Under control of the transcription factors Aire, Fezf2, and probably others, mTEC and B cells express tissue-restricted antigens (TRA) [START_REF] Anderson | AIRE expands: new roles in immune tolerance and beyond[END_REF]. These antigens are presented by MHC class I and II molecules at the cell surface of mTEC, B cells, and also DC that had captured them [START_REF] Gallegos | Central tolerance to tissue-specific antigens mediated by direct and indirect antigen presentation[END_REF]. TRA-specific thymocytes can be negatively selected, which substantially contributes to the prevention of autoimmune pathology.

Importantly, developing T cells specific for TRA presented by MHC class II molecules can also differentiate into regulatory T lymphocytes expressing the forkhead/winged helix transcription factor Foxp3 (Treg) [START_REF] Malhotra | Tolerance is established in polyclonal CD4(+) T cells by distinct mechanisms, according to selfpeptide expression patterns[END_REF][START_REF] Legoux | CD4+ T cell tolerance to tissue-restricted self antigens is mediated by antigen-specific regulatory T cells rather than deletion[END_REF][START_REF] Malchow | Aire enforces immune tolerance by directing autoreactive T cells into the regulatory T cell lineage[END_REF]. It has been suggested that whereas intermediately high TCR-derived signals induce deviation into the Treg lineage, stronger signals induce apoptosis, but this issue requires further investigation [START_REF] Klein | Positive and negative selection of the T cell repertoire: what thymocytes see (and don't see)[END_REF]. Treg play a crucial role in maintaining homeostasis of the immune system. Indeed, their lack in mice and humans (because of mutations in the Foxp3/FOXP3 gene) causes the fatal autoimmune and inflammatory pathologies scurfy and IPEX, respectively [START_REF] Sakaguchi | Regulatory T cells and immune tolerance[END_REF].

Hence, mostly in the medulla, two important mechanisms ensuring the maintenance of tolerance in the organism are taking place: deletion and functional inactivation of auto-specific and therefore potentially dangerous T cell precursors and generation of Treg. The importance of these processes is best illustrated by the severe autoimmune syndrome APECED or APS-1 that develops in patients carrying mutations in the gene encoding AIRE [START_REF] Husebye | Autoimmune polyendocrine syndromes[END_REF].

Intriguingly, conventional and regulatory T cells, DC and B cells migrate from the periphery to the thymus. Here we describe the consequences of this process for most notably thymic selection and lineage differentiation of developing T cells.

Plasmacytoid dendritic cells

Plasmacytoid dendritic cells (pDC) are a specialized subset of DC producing type I interferons in response to viral infections. Parabiosis experiments have shown that intrathymic pDC originate in the periphery and migrate to the thymus to fill a defined number of niches [START_REF] Li | Thymus-homing peripheral dendritic cells constitute two of the three major subsets of dendritic cells in the steady-state thymus[END_REF]. More recently, Hadeiba et al. described that pDC enter the thymus in a CCR9-dependent fashion. pDC entering the thymus preferentially home to the cortico-medullary junction where they participate to deletion of self-reactive thymocytes [START_REF] Hadeiba | Plasmacytoid dendritic cells transport peripheral antigens to the thymus to promote central tolerance[END_REF].

The contribution of pDC to Treg selection has been tested in vitro. A comparison of the capacity of different populations of DC to induce differentiation of Treg from immature CD4 + CD8 -thymocytes in presence of cognate antigen revealed that pDC are the least efficient [START_REF] Proietto | Dendritic cells in the thymus contribute to T-regulatory cell induction[END_REF][START_REF] Guerri | Analysis of APC types involved in CD4 tolerance and regulatory T cell generation using reaggregated thymic organ cultures[END_REF], except at high doses of antigen [START_REF] Wirnsberger | Regulatory T cell differentiation of thymocytes does not require a dedicated antigen-presenting cell but is under T cell-intrinsic developmental control[END_REF]. In contrast, in humans it has been shown that pDC cultured in the presence of TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin) efficiently induce thymic Foxp3 + Treg expressing .

Since CCR9-expressing pDC migrate not only to the thymus but also to the intestine, an important question is which kind of antigens is transported to the thymus by pDC. pDC could in theory transport foreign antigens acquired in the intestine to the thymus and induce deletion of newly developing T cells specific for gut pathogens and hamper immune responses. However, a key mechanism governing this process prevents induction of central tolerance to pathogen-associated antigens: When activated through toll-like receptors, pDC downregulate CCR9 and cannot migrate to the thymus. Thymus-homing pDC thus appear to transport to the thymus only innocuous self or foreign antigens to which deletion-, anergy-, or Treg-based immune-tolerance will be induced [START_REF] Hadeiba | Plasmacytoid dendritic cells transport peripheral antigens to the thymus to promote central tolerance[END_REF].

Migratory conventional DC

Migration of conventional DC to the thymus was first documented in transplantation settings [START_REF] Beschorner | Recruitment of semiallogeneic dendritic cells to the thymus during post-cyclosporine thymic regeneration[END_REF]. This finding paved the way to several studies addressing to what extent and how thymic recruitment of donor DC affects central tolerance induction. It has since been observed that this migratory event induced deletion of donor specific T cells and generation of graft-protecting Treg [23][24][25][26].

DC home to the thymus also at steady state. By performing parabiosis experiments, Donskoy et al. identified a population of thymic DC expressing high levels of Sirpα and low levels of CD8α that migrated from the periphery to the thymus (27). Similar results were obtained by analysing recruitment of peripheral DC to grafted neonatal thymi [START_REF] Proietto | Dendritic cells in the thymus contribute to T-regulatory cell induction[END_REF]. Host CD11c + Sirpα + CD8α -DC readily colonized the neonatal thymic lobes and represented 50% of the total DC population ten days post grafting. DC migration to the thymus has also been observed after painting skin with fluorescent isothiocyanate, demonstrating that tissue DC can reach this organ [28]. Bonasio et al. determined the molecular mechanisms implicated in the cascade of events promoting DC recruitment to the thymus [28]. While P-selectin mediates DC initial attachment and rolling, VLA4/ VCAM-1 interaction is essential for their firm adhesion to thymic endothelial cells. The participation of chemokine/chemokine receptors to this process appears likely, since treatment with pertussis toxin (PTX) inhibits DC homing to the thymus. More specifically, CCR2/CCL8 interactions have been reported to contribute to localization of migratory DC to the thymic perivascular space [29].

Once entered in the thymus, migratory DC undergo proliferation and a maturation process leading to the upregulation of expression of MHC class II and the costimulatory molecules CD80 and CD86 [START_REF] Li | Thymus-homing peripheral dendritic cells constitute two of the three major subsets of dendritic cells in the steady-state thymus[END_REF]28]. They reside at the cortico-medullary junction for around ten days, where they present antigen, captured either in the periphery or in the thymus, to developing T cells [START_REF] Li | Thymus-homing peripheral dendritic cells constitute two of the three major subsets of dendritic cells in the steady-state thymus[END_REF]27,28,30]. Seminal work of Gallegos et al. showed that TRA produced by mTEC can be transferred to DC to potentiate and extend negative selection [START_REF] Gallegos | Central tolerance to tissue-specific antigens mediated by direct and indirect antigen presentation[END_REF]. Whether migratory DC present TRA efficiently remains a matter of controversy and needs further studies: Whereas Perry et al. proposed that mainly DC that had developed within the thymus acquire and present TRA, Leventhal et al. showed that migratory DC play a major role in this process [31,32].

The functional consequences of DC-recruitment to the thymus have been studied in hematopoietic chimeras by analysing the development of TCR-transgenic ovalbumin-specific donor CD4 + T cells in hosts expressing the membrane-bound antigen exclusively on cardio-myocytes. In this experimental system, deletion of ovalbumin-specific thymocytes depended on the recruitment of peripheral cells (probably migratory DC) acquiring the antigen from cardio-myocytes and transporting it to the thymus [28]. Similar results were obtained by analysing development of ovalbumin-specific T cells in a neonatal thymus transferred under the kidney capsule of mice in which expression of transgenic ovalbumin was targeted to DC. The presence of host DC expressing ovalbumin in neonatal lobes correlated with thymic deletion of developing ovalbumin-specific T cells [START_REF] Proietto | Dendritic cells in the thymus contribute to T-regulatory cell induction[END_REF]. Taken together these data strongly suggest that migratory DC, once in the thymus, present peripheral antigens and actively contribute to negative selection of selfreactive thymocytes, thus pruning the repertoire of potentially dangerous T cells.

In addition of deletion of antigen-specific T cell-precursors, Bonasio et al. and Proietto et al. also observed differentiation of antigen-specific Treg in their respective experimental in vivo systems [START_REF] Proietto | Dendritic cells in the thymus contribute to T-regulatory cell induction[END_REF]28]. These data were comforted by in vitro experiments that demonstrated that CD11c + Sirpα + CD8α -DC can efficiently promote Treg differentiation [START_REF] Proietto | Dendritic cells in the thymus contribute to T-regulatory cell induction[END_REF][START_REF] Guerri | Analysis of APC types involved in CD4 tolerance and regulatory T cell generation using reaggregated thymic organ cultures[END_REF]. Interestingly, IL-2 produced by DC may also play an important role in Treg differentiation in the thymus [34]. Migratory DC in the thymus therefore also deviate autospecific thymocytes into the Treglineage.

Taken together, these data show that DC presenting peripheral antigens, in inflammatory conditions or at steady state, can be recruited to the thymus where they actively participate to negative selection and induction of Treg.

B lymphocytes

The thymus contains similar proportions of DC, TEC and B cells (around 0.3% of thymic cells). B cells localize in the medulla and comprise cells that developed from intra-thymic progenitors and mature peripheral cells entering the thymus. The precise contribution of these two populations to the thymic B cell pool remains difficult to assess [35,36]. Several groups reported that B cells play an important role in negative selection. Expression of a transgenic antigenic peptide or superantigen-ligand exclusively by B cells induces deletion of ligandspecific thymocytes [35,[37][38][39]. Walters et al. presented also evidence suggesting that B cells may be implicated in Treg differentiation [START_REF] Walters | A role for intrathymic B cells in the generation of natural regulatory T cells[END_REF]. Using two distinct experimental settings, they showed that the efficiency of intrathymic Treg-differentiation is proportional to the numbers of B cells found in this organ.

Interestingly, the maintenance of thymic B cells requires a cross-talk with mature thymocytes. Thus, TCRα-deficient mice display fewer thymic B cells than wt mice. This cross-talk is strictly dependent on CD40-expression by the B cells [39].

Recently, Yamano et al. showed that peripheral naïve B cells migrating to the thymus undertake in this organ a specific 'micro-environmental program' leading to the generation of class-switched B cells expressing high levels of MHC class II and co-stimulatory (CD80 and CD86) molecules as well as of the transcription factor Aire [36]. This maturation process requires CD40 signalling in the context of a cognate interaction with developing self-reacting CD4 + thymocytes. Ultimately these B cells will mediate negative selection of auto-reactive thymocytes. Remarkably, Aire-dependent TRA-genes expressed in B cells are distinct from those expressed in mTEC, revealing that Aire functions in a cell-type dependent manner [36]. Of interest, the capability of peripheral B cells to express Aire once they entered the thymus decreases with age, suggesting that thymic negative selection to some TRA may be less effective in aged individuals [START_REF] Cepeda | Age-associated decline in thymic B cell expression of Aire and Aire-dependent self-antigens[END_REF].

In conclusion, these data show that naïve B cells entering the thymus undergo a unique maturation program initiated by their interaction with autospecific CD4 + T cell-precursors, leading to the differentiation of Aire-expressing B cells that actively participate to the process of negative selection and, potentially, Treg-differentiation.

Conventional T lymphocytes

Naparstek et al. were the first to demonstrate migration of peripheral T cells into the thymus by intravenously injecting activated cells in rats and measuring their presence and persistence in the thymus [START_REF] Naparstek | Effector T lymphocyte line cells migrate to the thymus and persist there[END_REF]. Similar experiments performed in mice confirmed and expanded these observations [START_REF] Michie | Rare peripheral T cells migrate to and persist in normal mouse thymus[END_REF]. By comparing the migration-capacity of distinct injected T-cell populations, it was then shown that homing to the thymus of activated T cells is substantially more efficient than that of resting T lymphocytes [START_REF] Michie | Rare peripheral T cells migrate to and persist in normal mouse thymus[END_REF][START_REF] Agus | Re-entry of T cells to the adult thymus is restricted to activated T cells[END_REF][START_REF] Surh | Exclusion of circulating T cells from the thymus does not apply in the neonatal period[END_REF][START_REF] Westermann | Both activated and nonactivated leukocytes from the periphery continuously enter the thymic medulla of adult rats: phenotypes, sources and magnitude of traffic[END_REF]. However, activation is not an absolute prerequisite and a non-negligible proportion of injected T cells migrating into the host-thymus have a naïve phenotype. Recirculation of peripheral T cells into the thymus has also been analysed in Rag2-GFP transgenic mice expressing GFP under the control of the Rag2 promoter [47]. The Rag2-gene is switched off upon positive selection of developing T cells and the accumulated GFP is then degraded with a half-life of 56 h [48]. While developing thymocytes and recent thymic emigrants therefore still express GFP, mature T cells do not. Using Rag2-GFP transgenic mice, Hale and colleagues showed that most, but not all, GFP-mature T cells in the thymus had an activated phenotype, confirming that activation enhances, but is not strictly required for recirculation of fully mature T cells back to the thymus [49].

Injected T cells recirculating back to the thymus reside in the medulla [START_REF] Naparstek | Effector T lymphocyte line cells migrate to the thymus and persist there[END_REF][START_REF] Michie | Rare peripheral T cells migrate to and persist in normal mouse thymus[END_REF][START_REF] Agus | Re-entry of T cells to the adult thymus is restricted to activated T cells[END_REF][START_REF] Westermann | Both activated and nonactivated leukocytes from the periphery continuously enter the thymic medulla of adult rats: phenotypes, sources and magnitude of traffic[END_REF]. Similar results have been obtained in parabiosis experiments [50]: T cells of the partner's origin were observed in the thymus and localized in the medullary region. The molecular mechanism underlying thymic T-cell migration and medullary localization are not well defined. Similar to what was described of DC migration into the thymus, it was demonstrated that VLA-4/VCAM-1 interactions are implicated in T-cell entry into the thymus of rats [START_REF] Bell | Migration pathways of CD4 T cell subsets in vivo: the CD45RC-subset enters the thymus via alpha 4 integrin-VCAM-1 interaction[END_REF].

The accessibility of the thymus to peripheral cells changes with age: It was shown that the newborn thymus is more permeable to mature T cells than the adult thymus [START_REF] Surh | Exclusion of circulating T cells from the thymus does not apply in the neonatal period[END_REF]. By analysing Rag2-GFP transgenic mice, Hale et al. reported that the proportion of periphery-derived GFP-T cells found in the thymus increases again during ageing, reaching 17% of mature CD4 + and 25% of mature CD8 + thymocytes in old mice [START_REF] Hale | Thymic output in aged mice[END_REF]. Whereas other explanations cannot be excluded, it therefore appears that the newborn (1 week-old) thymus is particularly permeable to peripheral mature T cells, adult (6-14 week-old) thymi less so, and old (> 86 week-old) thymi more again.

More recently, the presence of mature CD4 T cells in the thymus has also been described in humans using CD31 as a surrogate-marker [33]. CD31 is expressed by all developing thymocytes, but it is down regulated on peripheral CD4 + T cells upon activation [START_REF] Kimmig | Two subsets of naive T helper cells with distinct T cell receptor excision circle content in human adult peripheral blood[END_REF]. It was thus concluded that in young children 5-15% of mature CD4 + thymocytes are mature T cells of peripheral origin.

Recirculation of peripheral T cells into the thymus appears to protect the thymus from infection [START_REF] Nunes-Alves | Tolerance has its limits: how the thymus copes with infection[END_REF]. If, apart from this potentially important function, recirculation of peripheral T cells to the thymus has other functions or is "an epiphenomenon" has been a matter of intense debate [49,[START_REF] Sprent | Re-entry of mature T cells to the thymus: an epiphenomenon?[END_REF].

Since recirculating T cells mainly localize in the thymic medulla, research focused in understanding if peripheral T cells promote or inhibit negative selection. It was shown that mature T cells reentering the thymus convey peripheral antigens to the thymus and contribute to negative selection: Injection of CD8 + T cells isolated from DBA/2 mice into BALB/c neonates induces thymic deletion of DBA/2-encoded superantigen-specific Vβ 6

+ thymocytes [START_REF] Webb | Induction of neonatal tolerance to Mlsa antigens by CD8+ T cells[END_REF]. In these mice, CD8 + T cells rapidly enter the thymus and persist in this organ for at least seven weeks, hence representing a constant source of tolerogenic antigen. Similar results were obtained in a skin transplantation setting, where injection of donor derived mature T cells prevented thymic development of alloreactive CD8 + T lymphocytes [START_REF] Tian | Induction of central tolerance by mature T cells[END_REF]. By contrast, peripheral CD8 + T cells reentering the thymus can apparently also inhibit negative selection by eliminating thymic DC presenting cognate MHC/peptide complexes [START_REF] Edelmann | Peripheral T cells re-enter the thymus and interfere with central tolerance induction[END_REF]. It therefore appears that CD8 + T cells can manipulate thymic tolerance induction in opposing manners by conveying tolerogenic peripheral antigen into the medulla as well as by eliminating tolerogenic thymic DC. The specificity of recirculating CD8 + T cells is therefore an important parameter determining the impact on toleranceinduction of peripheral CD8 + T cells recirculating back to the thymus.

Recirculating conventional T cells may also be involved in positive selection of developing thymocytes. It was thus shown that injected mature T cells can induce development of apparently fully mature CD8 + thymocytes [START_REF] Kirberg | Peripheral T lymphocytes recirculating back into the thymus can mediate thymocyte positive selection[END_REF]. Since transgenic expression of MHC class II molecules on mouse thymocytes induced positive selection of CD4 + T cells in otherwise MHC class II-deficient mice [START_REF] Choi | Thymocyte-thymocyte interaction for efficient positive selection and maturation of CD4 T cells[END_REF][START_REF] Li | An alternate pathway for CD4 T cell development: thymocyte-expressed MHC class II selects a distinct T cell population[END_REF] and activated T cells express endogenous or acquired MHC class II molecules, recirculating mature T cells may also induce positive selection of CD4 + T cells. If confirmed, it will be important to carefully assess the functional potential of thus selected cells since it may be different from that of T cells selected on MHC molecules expressed by cortical thymic epithelial cells [START_REF] Li | Thymic selection pathway regulates the effector function of CD4 T cells[END_REF].

More recently, it was shown that, in foetal thymic organ cultures, added mature CD4 + T cells colonize the thymic lobes and interact via RANK/RANK-L with thymic epithelial cells [START_REF] Yin | Thymic homing of activated CD4+ T cells induces degeneration of the thymic epithelium through excessive RANK signaling[END_REF]. This interaction provokes an increased and accelerated differentiation of TEC precursors into mTEC, leading to the exhaustion of TEC progenitors. These results led the authors propose that this mechanism contributes to thymic involution.

Finally, IL-2 plays an important role in the generation of Treg in the thymus [START_REF] Apert | IL-2 and IL-15 dependent thymic development of Foxp3-expressing regulatory T lymphocytes[END_REF]. Whereas thymic DC appear to be able to provide IL-2 for Treg development [34], T lymphocytes may be a major source [START_REF] Owen | Identification of cellular sources of IL-2 needed for regulatory T cell development and homeostasis[END_REF]. It remains to be investigated if developing or mature recirculating T cells would be involved.

Taken together, these results strongly suggest that peripheral T cells re-circulating back to the thymus participate to shaping of the T cell repertoire and to thymic involution.

Regulatory T lymphocytes

Treg play a central and non-redundant role in the control of immune responses and their potential recirculation to the thymus is therefore of particular interest. Parabiosis experiments between wt and pTα-deficient mice, in which T cell-development is blocked at the very immature CD4 -CD8 -stage, showed that wt CD4 + T cells migrate into the thymus of the pTα-deficient partner [START_REF] Owen | Identification of cellular sources of IL-2 needed for regulatory T cell development and homeostasis[END_REF]. A high proportion of these migrating CD4 + T cells expressed Foxp3, suggesting that Treg recirculate back the thymus more efficiently than conventional T cells (Tconv). A similar conclusion was drawn from the work of Zhan et al. who observed that mice lacking peripheral, but not thymic, CD4 + T cells have a decreased proportion of thymic Treg [START_REF] Zhan | The origin of thymic CD4+CD25+ regulatory T cells and their co-stimulatory requirements are determined after elimination of recirculating peripheral CD4+ cells[END_REF].

Rag2-GFP mice are probably the most convenient tool to study the recirculation of peripheral Treg into the thymus [48]. However, since Treg are defined by Foxp3-expression, their identification requires intracellular detection of this transcription factor. Of note, most Foxp3staining protocols do not sufficiently preserve GFP levels to reliable discriminate between newly developing GFP + vs. potentially recirculating GFP -Treg [START_REF] Cuss | Abrogation of CD40-CD154 signaling impedes the homeostasis of thymic resident regulatory T cells by altering the levels of IL-2, but does not affect regulatory T cell development[END_REF][START_REF] Cowan | CCR7 controls Thymus recirculation, but not production and emigration, of Foxp3(+) T cells[END_REF]. To facilitate Treg identification, Rag2-GFP mice have therefore been crossed to Foxp3-reporter animals expressing the allelic cell-surface marker Thy1.1 or a red-fluorescent protein under control of the Foxp3-promoter [33,[START_REF] Romagnoli | The thymic niche does not limit development of the naturally diverse population of mouse regulatory T lymphocytes[END_REF][START_REF] Yang | Both retention and recirculation contribute to long-lived regulatory T-cell accumulation in the thymus[END_REF]. Using these mice, it was shown that the proportion of GFP -Treg increases dramatically with age, reaching 50-60% of the thymic Treg pool in ten-week old animals. By contrast, the proportion of GFP -Tconv at ten weeks of age represented only 3-6% of total thymic Tconv. These data are in agreement with the results of the parabiosis experiments performed by Bosco et al., showing a better capacity of peripheral Treg than Tconv to migrate into the thymus [33,[START_REF] Romagnoli | The thymic niche does not limit development of the naturally diverse population of mouse regulatory T lymphocytes[END_REF][START_REF] Yang | Both retention and recirculation contribute to long-lived regulatory T-cell accumulation in the thymus[END_REF]. Since mainly activated T cells migrate back to the thymus, the fact that more Treg than Tconv recirculate back to this organ, is probably due to differences in their antigen-specificity. It was indeed shown that, as compared to the repertoire of Tconv, that of Treg is enriched in self-reactive cells prompting their peripheral activation [START_REF] Romagnoli | Preferential recognition of selfantigens despite normal thymic deletion of CD4+CD25+ regulatory T cells[END_REF][START_REF] Fisson | Continuous activation of autoreactive CD4+ CD25+ regulatory T cells in the steady state[END_REF].

Importantly, not all mature Rag2-GFP -Treg found in the thymus appear to be derived from the periphery: Some of them could instead be developing cells retained for prolonged periods in the thymus. Yang et al. provided elegant experimental evidence by transplanting neonatal thymi into the axilla of mice and analysing six weeks later, when donor T cells are no longer developing in the donor thymus, the proportion of donor Treg in host and donor thymi [START_REF] Yang | Both retention and recirculation contribute to long-lived regulatory T-cell accumulation in the thymus[END_REF]. The authors observed more donor Treg in the donor than in the host thymus, indicating that Treg may be retained in the thymus for prolonged periods. However, the observed proportion of donor Treg in donor thymi (0.2 to 1.6% of Tregs) represented a small fraction of the Rag2-GFP -cells found in mice of that age (> 50% of Treg) [33]. Even if experimental biases cannot be excluded, these observations suggest that thymic retention may contribute to only a small extent to the population of fully mature (i.e. Rag2-GFP -) Treg in the mouse thymus. Surprisingly, using a complex experimental setup Yang et al. argued the contrary, but their presumption that adoptively transferred Treg have equal capacity to home to the thymus as newly developing Treg is not supported by experimental evidence. This important issue merits further investigation.

To study the origin of fully mature Rag2-GFP -thymic Treg, our team first analysed (by RNA sequencing) the transcriptomes of newly developing (Rag2-GFP + ) and mature (Rag2-GFP -) thymic and splenic Treg. Principal component analysis indicated that the transcriptome of Rag2-GFP -thymic and splenic Treg are more closely related than the transcriptomes of Rag2-GFP + and Rag2-GFP -thymic Treg, strongly suggesting that Rag2-GFP -thymic Treg are derived from the periphery [33]. Flow-cytometry analysis confirmed that thymic Rag2-GFP -Treg closely resemble effector/memory splenic Rag2-GFP -Treg, in agreement with previous reports [48,[START_REF] Smigiel | CCR7 provides localized access to IL-2 and defines homeostatically distinct regulatory T cell subsets[END_REF]. TCR repertoire analysis showed that retraction or expansion phenomena of particular peripheral Treg subsets are consistently reflected in thymic Rag2-GFP -Treg, supporting peripheral origin of the latter cells. In mice expressing a transgenic antibody to CD4, and therefore lacking peripheral but not thymic CD4 + T cells, the proportion of Rag2-GFP -cells among thymic Treg was found to be strongly reduced. Finally, adoptively transferred in vitro activated Treg could be readably found in the thymus one day after injection, directly demonstrating their capacity to recirculate back to the thymus. Based on these observations, we concluded that the vast majority of Rag2-GFP -Treg in the thymus had recirculated to this organ from the periphery. However, given the contradictory data published, this issue is still a matter of debate. It remains to be investigated whether recirculating Treg accumulate in the thymus and become resident cells or migrate back to the periphery. We also investigated the presence of peripheral Treg in the human thymus using CD31 as a marker for peripheral CD4 + T cells [33]. Similar to observations in mice, in humans recirculating Treg represented a very sizeable proportion of the thymic Treg population and displayed a more mature and differentiated phenotype than developing Treg.

Chemokines appear to play an important role in peripheral Treg migration into the thymus [33]. This conclusion is based on experiments in which in vitro activated Treg were adoptively transferred into pertussis toxin treated mice. As compared to control animals, we observed a strong inhibition of Treg homing to the thymus in these animals. Also CXCR4 antagonist-treated Treg less efficiently homed to the host thymus. Recently, Cowan et al. showed that CCR6-deficient Treg reintegrated the thymus less efficiently than wt cells, suggesting the implication of this chemokine receptor [START_REF] Cuss | Abrogation of CD40-CD154 signaling impedes the homeostasis of thymic resident regulatory T cells by altering the levels of IL-2, but does not affect regulatory T cell development[END_REF][START_REF] Cowan | CCR7 controls Thymus recirculation, but not production and emigration, of Foxp3(+) T cells[END_REF]. Interestingly, CCL20, the ligand of CCR6, is produced by Aire-expressing mTEC. Taken together these data may indicate that while CXCR4 mediates migration of peripheral Treg into the thymus, CCR6 is responsible for their localization in the medulla, potentially in proximity of Aire-expressing mTEC.

The presence in the thymus of increasing proportions of recirculating mature effector cells among thymic Treg, reaching 90% at six months of age, is intriguing [START_REF] Darrigues | Age-dependent changes in regulatory T lymphocyte development and function: a mini-review[END_REF]. A consequence of this process is a drastic age-related relative decrease in the generation of new Treg, but not of Tconv, strongly suggesting that peripheral Treg suppress the development of their precursors [33]. In mice in which peripheral (but not thymic) CD4 + T cells were depleted by a transgenic antibody, more Treg developed. In in vitro experiments, the presence of mature Treg inhibited the development of new Treg both in foetal thymic organ cultures and on thymic slices [33,34]. These several observations demonstrated that Treg recirculating from the periphery back to the thymus inhibit the development of their precursors. They appear to do so by limiting the bio-availability of the IL-2 involved in thymic Treg development, but other mechanisms may also be involved [33,34].

The age-dependent decline in Treg production may contribute to restrain the peripheral pool of Treg to cells generated early on in life. These Treg have been recently shown to be essential in protecting the organism from autoimmune diseases [START_REF] Yang | Immune tolerance. Regulatory T cells generated early in life play a distinct role in maintaining selftolerance[END_REF]. One of the suppressor-effector mechanisms used by peripheral Treg to avoid auto-immune pathology and restrain other immune-responses is by interacting with professional antigen presenting cells involved in T cell activation. Thus, using their surface CTLA-4, Treg can pull out the co-stimulatory molecules CD80/86 from the antigen presenting cell-surface [START_REF] Yang | Immune tolerance. Regulatory T cells generated early in life play a distinct role in maintaining selftolerance[END_REF]. These very same molecules are also involved in intrathymic negative selection of autospecific Tconv precursors and Treg development [START_REF] Kishimoto | Several different cell surface molecules control negative selection of medullary thymocytes[END_REF][START_REF] Salomon | B7/CD28 costimulation is essential for the homeostasis of the CD4+CD25+ immunoregulatory T cells that control autoimmune diabetes[END_REF]. Recirculating Treg may therefore interact, in an antigen specific fashion [START_REF] Shevach | Biological functions of regulatory T cells[END_REF] or not [START_REF] Chen | Strong adhesion by regulatory T cells induces dendritic cell cytoskeletal polarization and contact-dependent lethargy[END_REF][START_REF] Yan | Class II MHC-independent suppressive adhesion of dendritic cells by regulatory T cells in vivo[END_REF], with thymic stroma cells and thus modify thymic selection processes. This intriguing possibility remains to be investigated.

Concluding remarks

We have here discussed evidence that the thymus does not generate T lymphocytes in a strictly autonomous manner: It is permeable to antigen presenting cells and T lymphocytes entering from the periphery and modulating T cell-selection and Treg-development (Fig. 1). Several important and still outstanding questions will need to be experimentally addressed. Thus, the influence on thymocyte development of peripheral immune-responses to self and/or non-self antigens merits further investigation. Since the homing-capacity of peripheral T cells back to the thymus is substantially enhanced by their activation, mostly cells involved in immune responses will make their way back. These will include effector Tconv and Treg which may limit negative selection of Tconv specific for antigens involved in the ongoing peripheral immune response to self or non-self antigens, which may have detrimental or beneficial consequences, respectively. However, these processes will need to be investigated using more physiological experimental settings than the ones used up to date. In the case of antigen presenting cells, including B cells, it appears that safeguard mechanisms are in place that avoid migration of activated and differentiated cells to the thymus. If confirmed, this would only allow antigen presenting cells that had acquired soluble antigen or antigens derived from cells dying in a physiological manner (i.e. apoptosis), both in absence of "danger"-signals [START_REF] Gallucci | Danger signals: SOS to the immune system[END_REF], to migrate to the thymus and induce tolerance. This process would contribute to immune-tolerance to self-and to innocuous nonself antigens and would thus be beneficial to the organism. The permeability of the thymus to peripheral mononuclear cells also appears to dynamically change during life. Thus, in case of Treg we observed a dramatic increase of the proportion but also in the number of peripheral Treg in the thymus [33]. The physiological importance of this phenomenon needs to be investigated (e.g. in Treg-recirculation-less mice).

In conclusion, it is becoming increasingly clear that (and how) the composition of the thymic stroma is evolving continuously with age, antigen exposure and peripheral immune experience, probably leading to dynamic changes in thymic selection of T cell-precursors over time. Defining the precise functions and consequences of the presence of the different peripheral populations of antigen presenting cells and T cells, as well as their interactions, remains a source of investigation, crucial to unwind the complex process of thymic T cell-development, differentiation, and selection. 
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  . Comparés aux « triple low », les Treg « triples high » possèdent des TCR de plus haute affinité pour les antigènes du soi, sont fortement activés et prolifèrent substantiellement. Fonctionnellement, les Treg « triples high » préviennent une lympho-prolifération excessive et sont donc probablement impliqués dans la prévention des pathologies auto-immunes. Les Treg « triple low » quant à eux préviennent notamment la colite en facilitant la conversion de Tconv en pTreg protecteurs. De façon intéressante, contrairement aux eTreg qui sont dérivés des cTreg, les auteurs observent que la divergence entre les populations « triple high » et « triple low » émerge lors du développement thymique. Cette étude est ainsi l'une des rares à décrire une bifurcation de deux populations de Treg fonctionnellement distinctes dès le stade du développement thymique.

FIGURE 3 GENERATION

 3 FIGURE 3 GENERATION DE LA DIVERSITE DU REPERTOIRE TCRIssue de[START_REF] Turner | Structural determinants of T-cell receptor bias in immunity[END_REF]. a. Le TCR est un hétérodimère composé d'une chaine a et d'une chaine b qui sont générées par recombinaison somatique des gènes du TCR. Ces recombinaisons permettent d'associer un segment V (variable), D (diversity) et J (junctional) pour la chaine b, et V et J pour la chaine a. Les loci TCR de la souris contiennent 35Vb, 2Db et 12Jb ; ainsi que 71Va et 51Ja. Durant le développement, les segments de gènes recombinés aléatoirement sont associé à une région constante (C). b. Outre les diversités combinatoires de chaque chaine et les combinaisons de celles-ci, la diversité du TCR est amplifié par les régions hypervariables (CDR). Les CDR 1 et 2 sont encodés dans par les différents segment V. Le CDR3 est généré par la liaison des segments V-J et V-D-J, et amplifié par l'ajout de nucléotides aléatoires (N) au niveau de ces jonctions. Les modèles mathématiques estiment la diversité du TCR comprise entre 10 12 et 10 15 TCR différents. Ce nombre est bien audelà du nombre de LT qui se développement dans le thymus, toutefois, les processus de sélection positive et négative façonnent et réduisent la taille de ce répertoire TCR.
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 4 Tolérance centrale : la sélection négative a-Le principe de tolérance centrale Une fois sélectionnés positivement, les thymocytes activent l'expression de deux récepteurs aux chimiokines, CCR4 et CCR7, dont les ligands (CCL17/22 et CCL19/21 respectivement) sont exprimés par des cellules stromales médullaires, à savoir les DC et les cellules épithéliales thymiques médullaires (mTEC). Guidés par ces axes chimiotactiques, les CD4SP et CD8SP migrent à destination de la médulla thymique afin d'y poursuivre leur maturation, passant par une dernière étape de sélection indispensable à la mise en place d'un répertoire TCR efficace et sain avant la fin de ce développement thymique et l'export en périphérie.

FIGURE 6 PRESENTATION

 6 FIGURE 6 PRESENTATION ANTIGENIQUE POUR LA TOLERANCE CENTRALEIssue de[START_REF] Perry | Development of T-cell tolerance utilizes both cell-autonomous and cooperative presentation of self-antigen[END_REF]. Le processus de sélection négative thymique implique un signal via le TCR dépendant de la reconnaissance d'un complexe CMH-peptide. Ce schéma représente la présentation antigénique selon deux variables : la source d'antigènes (intra-thymique ou périphérique) et le mode de présentation antigénique (autonome ou coopératif). Les cDC, les mTEC et les LB semblent contribuer à la tolérance centrale de manière autonome (cadrant supérieur gauche). Les facteurs de transcription Aire et Fezf2 exprimés par les mTEC et LB permettent l'expression de TSA. Le transfert d'antigènes des mTEC vers les cDC participe grandement au processus de tolérance centrale (cadrant inférieur gauche). Comme représenté par les différentes formes et couleurs, les mTEC et les diverses populations d'APC d'origine hématopoïétiques présentent des antigènes différents comme suggéré par leurs effets sur le répertoire TCR. En plus des antigènes générés dans le thymus, des antigènes issus de la périphérie participent à la sélection. Notamment, les cDC peuvent acquérir des antigènes de la circulation sanguine, et les cDC migratoires Sirpa + ainsi que les pDC sont susceptibles d'acquérir des antigènes dans les tissus et de les transporter jusqu'au thymus (cadrant supérieur droit). Les pDC ayant de faibles capacités de présentation d'antigènes, il est suggéré que ces cellules fournissent les antigènes à présenter aux cDC (cadrant inférieur droit).

FIGURE 7 REGULATION

 7 FIGURE 7 REGULATION DE L'EXPORT THYMIQUEIssue de[START_REF] Love | Signal integration and crosstalk during thymocyte migration and emigration[END_REF]. A. Les thymocytes SP semi-matures reçoivent des signaux activateurs lors de l'interaction via leur TCR avec des complexes CMH-peptide présentés par les mTEC et les DC. Le signal TCR induit l'activation d'AKT qui lui-même phosphoryle le facteur de transcription FOXO1, résultant en son inactivation et son export du noyau. Cette rétention cytoplasmique empêche l'expression de klf2, qui est nécessaire à l'expression de s1pr1 (qui code pour S1P1). Ce signal TCR induit également l'expression de CD69 qui module négativement l'expression en surface de S1P1 et empêche l'export du thymus. B. Les thymocytes SP matures ayant été auditionnés pour la sélection négative cessent de recevoir des signaux via le TCR. Ceci résulte en l'arrêt de l'inhibition de FOXO1. Sa translocation nucléaire promeut la transcription de klf2, qui induit à son tour l'expression de ccr7, sell (qui code pour CD62L) et s1pr1. La fin de l'expression de CD69 lève également l'inhibition exercée sur S1P1. L'augmentation de S1P1 à la surface cellulaire rend les thymocytes SP répondeurs au signal chimiotactique de S1P, et promeut la migration de ces cellules vers la jonction cortico-médullaire et l'export du thymus vers la périphérie.
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 1 Caractérisation des Trega-Les Treg CD25 + En 1995, dans un article considéré comme fondamental par la communauté et apportant considérablement plus de légitimité aux lymphocytes T régulateurs (Treg), Sakaguchi et collaborateurs identifient une sous-population de LT CD4 exprimant fortement la molécule CD25 à l'état physiologique[START_REF] Sakaguchi | Immunologic self-tolerance maintained by activated T cells expressing IL-2 receptor alpha-chains (CD25). Breakdown of a single mechanism of self-tolerance causes various autoimmune diseases[END_REF]. Ces cellules, qu'ils qualifient à nouveau de cellules T régulatrices (Treg) présentent un phénotype similaire aux précédentes observations, à savoir la forte l'expression de CD5 et la faible expression de CD45RB. Mais cette population immunosuppressive est définie, identifiable et ciblée plus précisément grâce à l'identification de ce marqueur qui s'avère plus spécifique que les précédents. En effet, alors que de subtiles variations de niveau d'expression de CD5 et CD45RB (qui sont aussi respectivement modérément et peu exprimés par les Tconv) permettent d'identifier ces cellules immuno-modulatrices, l'expression de CD25 leur est quasiment restreinte. Les auteurs démontrent ainsi que les LT CD4 + CD25 + sont nécessaires et suffisants pour inhiber les réponses auto-immunes et moduler les réponses au non soi dans un modèle de greffe de peau. L'étude suivante de cette équipe[START_REF] Asano | Autoimmune Disease as a Consequence of Developmental Abnormality of a T Cell Subpopulation[END_REF] révèle que ces cellules sont absentes en périphérie après une thymectomie à j3 et que ceci est lié à une initiation de leur émigration thymique ultérieure à cet âge.Finalement, le transfert adoptif de ces cellules inhibe les manifestations auto-immunes chez les animaux thymectomisés, alors qu'à l'inverse, le transfert des cellules CD25 -les augmentes. Ensemble, ces deux articles posent de nouvelles bases dans l'étude des lymphocytes T régulateurs en démontrant que les cellules CD4 + CD25 + se développant dans le thymus sont des médiateurs critiques de la tolérance immunitaires en périphérie. Bien qu'il ait été proposé que l'expression de CD25 fasse partie d'un stade de maturation de LT CD4 + , et que la régulation des réponses observées par ces auteurs soit liée à une compétition pour l'IL-2 qui est également nécessaire à l'activation et la prolifération des Tconv ; ce marqueur à tout de même permis de nombreuses études et avancées pour la compréhension du développement et des fonctions des Treg. Toutefois, le fait que Tconv activés expriment également CD25 fut un frein à l'étude des Treg en contexte inflammatoire, révélant la nécessité d'un marqueur plus spécifique. b-Les Treg Foxp3 + Une nouvelle avancée majeure dans le domaine des Treg fut la découverte du facteur de transcription clé guidant le lignage Treg. Cette découverte prend sa source dans l'investigation des causes d'une pathologie humaine dénommée « syndrome IPEX 28 » et de son équivalent chez une souche de souris mutante nommée Scurfy. Cette pathologie auto-immune et inflammatoire récessive liée au chromosome X est caractérisée par une activation non contrôlée couplée à une hyper-prolifération des LT conduisant à une infiltration et une inflammation multi-organes. L'analyse génétique chez l'homme et la souris a permis d'identifier des mutations « perte de fonction » dans le gène FOXP3
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 2 Modèles de développement Treg a-Modèle instructif vs stochastique Un des points ayant fait l'objet de nombreux débats concernant les Treg est le mode de développement de ces cellules : est-il « stochastique » ou lié à un processus « instructif » ? Dans l'hypothèse instructive, le choix du lignage Treg dépend de la qualité du signal TCR ; alors que dans l'hypothèse stochastique, il serait lié à tout autre mécanisme que le signal TCR (à d'autres signaux ou par division asymétrique par exemple) (figure 8). Plus précisément, dans le modèle stochastique, le choix du lignage Treg se fait en amont ou en parallèle de la sélection négative, indépendamment de la qualité du signal TCR, induisant ainsi un programme dépendant de Foxp3 protégeant les cellules de l'induction de l'apoptose et permettant par sélection agoniste d'enrichir ce pool de cellules en Treg auto-spécifiques. Ce modèle séduisant, puisqu'il explique simplement comment un précurseur autospécifique est sélectionné négativement alors qu'un autre se différencie en Treg, s'appuie sur plusieurs découvertes. Premièrement, dans un modèle de TCRtg AND (spécifique d'un peptide du MCC 30 ), couplé à l'expression du peptide MCC93-103 inductible par la tétracycline de façon dose dépendante, le groupe de D. Mathis et C. Benoist a pu démontrer un développement constant des Treg dans le thymus quel que soit le niveau d'expression du peptide (Santen et al., 2004). Dans les faits, l'augmentation de la proportion de Treg serait principalement due à la diminution du développement des Tconv du fait d'une sélection négative augmentée. Ainsi, le peptide agoniste n'induirait pas directement la différenciation en Treg mais révèle une résistance sélective des Treg à la sélection négative. Une autre étude suggère que le développement des Treg pourrait être régulé par un processus ayant lieu au stade DN (CD4 -CD8 -) et en amont de l'expression du TCR. En effet, Pennington et collègues ont identifié une population mineure de DN2-S (pour « small ») se différenciant préférentiellement en Treg suite à

FIGURE 8 MODELES

 8 FIGURE 8 MODELES DU DEVELOPPEMENT DES TREGIssues de[START_REF] Hsieh | Selection of regulatory T cells in the thymus[END_REF]. A. Modèle instructif. Selon le modèle instructif, le destin des thymocytes et déterminé par la force du signal TCR : un fort signal induit la sélection négative (non montré), alors qu'un signal intermédiaire induit la différenciation des Treg Foxp3 + . Les thymocytes intégrant un faible signal TCR terminent leur maturation et se différencient en Tconv. B. Modèle stochastique. Selon le modèle stochastique, l'expression de Foxp3 est induite par un signal indépendant du TCR, possiblement au stade DN CD4 -CD8 -. Ces thymocytes Foxp3 + sont relativement résistants à la sélection négative induite par un fort signal TCR, favorisant leur survie et la différenciation en Treg. C. « two step model ». Selon ce modèle de sélection en deux étapes, l'interaction de forte avidité impliquant les TCR avec les complexes CMH-II-peptide du soi ainsi que les molécules de costimulation induit la différenciation des précurseurs Treg CD25 + Foxp3 -. Ces signaux permettent le remodelage du locus Foxp3 le rendant permissif. Ces pré-Treg sont indépendants d'une nouvelle stimulation TCR, mais requièrent une seconde étape de signalisation via les cytokines IL-2 ou IL-15 afin d'induire l'expression de Foxp3.

  la chaine b du récepteur à l'IL-2, qui serait ainsi exprimé en amont de CD25) seraient dépendantes de la signalisation via NF-kB 31 lors de leur maturation en Treg. D'une part c-REL (un composant de la voie NF-kB) permettrait l'acquisition de CD25, et d'autre part c-REL en association avec NF-kBid permettrait la transition vers le stade Foxp3 + , que ce soit pour le stade pré-Treg CD25

(figure 10 ).

 10 Le signal en aval de l'IL-2R induit l'activation de la voie Stat5, mais également d'autres signaux tels que la voie PI3K. Dans cette partie, je récapitulerai brièvement la régulation transcriptionnelle du lignage Treg par ces différents signaux.

FIGURE 10 SIGNALISATION

 10 FIGURE 10 SIGNALISATION ET FONCTIONS DES INTERACTIONS TCR, CD28 ET IL-2 L'interaction entre une cellule présentatrice de l'antigène et un précurseur Treg induit l'activation de nombreuses voies de signalisation par les divers acteurs impliqués. La reconnaissance de l'antigène par le TCR, avec l'aide de ses partenaires CD4, le complexe CD3 ou encore LCK, ZAP70 et LAT (non représentés ici), active et propage la signalisation via divers seconds messagers. La PLCg, via la production de DAG et d'IP3, permet l'activation de la voie NF-kB, dont c-REL qui assure un rôle majeur dans l'expression de FOXP3 en se liant au CNS3 notamment ; ainsi que des voies NFAT et ERK, toutes deux cruciales à la différenciation Treg. La liaison de CD28 permet d'activer deux transmetteurs, d'une part LCK, qui participera entre autres à la propagation du signal TCR ; et d'autre part PI3K qui permettra l'activation d'AKT, résultant d'une part à l'activation de mTOR mais également à l'inhibition de Foxo1, un effet qui semble être antagoniste à la différenciation Treg. L'intégration du signal IL-2/15 via la voie JAK3/STAT5 favorise l'expression de Foxp3 et permet la survie cellulaire. Le rôle du TGFb quant à lui reste imprécis, mais pourrait également faciliter l'expression de Foxp3 et la survie des Treg. DAG : diacylglycérol ; IP3 : inositol 3-phospohates.

  . De façon intéressante, aucun de ces facteurs, ou même Foxp3 lui-même, seul n'est capable d'induire et de verrouiller cette signature. En revanche les auteurs identifient une certaine redondance au sein de ce quintet de facteurs de transcription. Ces deux observations suggèrent d'une part un mécanisme de sécurité permettant d'éviter une différenciation erronée. D'autre part, cela confère un aspect de stabilité additionnel en amenant la possibilité de compensation et de renforcement de la signature entre les différents facteurs ; ou une capacité d'induction du lignage par des signaux légèrement variables. Ainsi, par divers mécanismes et en synergie avec différentes molécules induites par les signaux de stimulation, Foxp3 régule la signature transcriptionnelle permettant d'acquérir l'identité du lignage Treg. Toutefois, la fixation de facteurs de transcription et l'activation de l'expression nécessitent un structure chromatinienne adaptée et permissive. Entre autres, l'accès à la chromatine est régulé par des modifications directes de l'ADN tel que la méthylation, mais également par la configuration des nucléosomes et les modifications des histones. Ainsi, la détermination du lignage implique également un certain nombre de modifications épigénétiques mises en place de façon concomitante ou en amont de l'induction du lignage. b-Régulation épigénétique du lignage Treg L'implication des modifications épigénétiques étant nécessaires au blocage ou à l'induction du lignage Treg sont grandement décrites dans la littérature, que ce soit au niveau du locus de Foxp3 ou sur des gènes spécifiques du lignage Treg. Des modifications épigénétiques du locus Foxp3 permettent de préparer son expression. Une structure plus « accessible » de la chromatine au niveau du CNS3 est observée très tôt lors du développement thymique, dès le stade DP, comme le démontre l'accumulation de la marque permissive H3K4me1, étant la première modification épigénétique connue de ce locus et ayant pour effet de faciliter le remodelage chromatinien

  Sakaguchi s'est basé sur la description dans plusieurs études des super-enhancers, définis comme des régions présentant un réseau dense d'enhancers fortement actifs et associées à des gènes définissants l'identité cellulaire. Les auteurs ont ainsi identifié 66 super-enhancers (SEs) spécifiques des Treg (contre 37 spécifiques des Tconv et 318 communs) régulant l'expression de gènes identitaires de Treg tels que Foxp3, Ctla4 ou Il2ra. L'analyse des marques d'histones et de l'ouverte de la chromatine (par ATACseq 45 ) à différents stades du développement thymique (DP, CD4 immatures, pré-Treg et Treg matures) révèle un début d'activation de ces SEs à des stades précoces du développement thymique, en amont de la déméthylation des TSDR et de l'expression de Foxp3. Le remodelage permissif au niveau de ce groupe de SEs est requis pour l'acquisition de la signature épigénétique et de l'hypométhylation spécifique des Treg, l'engagement dans le lignage et l'induction de l'expression de Foxp3. Les auteurs identifient ensuite SATB1 46 , un facteur nucléaire qualifié « d'organisateur de chromatine », comme étant responsable du remodelage de la chromatine et du recrutement des enzymes modificatrices d'histones, elles-mêmes à l'origine de l'activation des SEs. SATB1 est également retrouvé lié à un CNS de Foxp3 nouvellement défini comme CNS0, au niveau de chromatine fermée et avant l'engagement dans le lignage Treg. Ceci suggère que SATB1 initie la régulation de l'accessibilité du locus, facilitant l'activité des autres CNS et l'initiation de l'expression de Foxp3. Toutefois, bien que présent relativement précocement lors du développement thymique, ce mécanisme et l'expression de SATB1

  FIGURE 11 CONTROLE EPIGENETIQUE DU DEVELOPPEMENT TREG ET ROLE DE SATB1A. Définition des super-enhancers. Issue de(Ohkura and Sakaguchi, 2020). Les super-enhancers (SEs) sont définis comme des régions génomiques présentant un regroupement dense d'enhancers hautement actifs, qui accompagnent une importante modification des histones, une ouverture de la chromatine, une forte liaison de multiples facteurs de transcription et une importante déméthylation de l'ADN. Ils contribuent à l'expression des gènes spécifiques du type cellulaire et de la détermination du lignage. B. Orchestration épigénétique de la différentiation Treg. Adapté de(Ohkura and Sakaguchi, 2020) et[START_REF] Beyer | Epigenetic orchestration of thymic T reg cell development[END_REF]. Le développement des Treg thymique est gouverné par l'établissement des SEs dépendante de SATB1. L'expression de Satb1 au stade DP CD4 + CD8 + (DP) ou SP CD4 + immatures (imCD4SP) précède l'induction des pré-Treg dans le thymus. Satb1 agit comme un facteur pionnier du développement Treg en établissant les SEs spécifiques des Treg, comme illustré ici pour le locus Foxp3. Le recrutement de Satb1 au niveau du CNS0 nouvellement identifié dans le locus Foxp3 modifie l'état épigénétique de ce super-enhancer, en favorisant le relâchement de la chromatine, le positionnement des nucléosomes et une augmentation des marques d'histone permissives. L'activation des SEs par les facteurs de transcription (TF), accompagné par la mise en place du profil de déméthylation de l'ADN permet l'initiation de l'expression Foxp3, notamment via le CNS3. DN : thymocyte double négatif CD4 -CD8 -; tTreg : Treg thymique ; nTreg : Treg périphériques ; cRel : sous-unité du facteur de transcription NFkB.
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  'intégration de ces différents signaux responsables du développement Treg nécessite de facto l'interaction avec des cellules présentatrices de l'antigènes. Comme évoqués dans le chapitre I pour la sélection négative, différentes populations de CPA sont impliquées dans ce processus. Nous verrons dans cette partie le rôle de chacune d'entre elles, et discuterons des différences entre sélection Treg et sélection négative. A la lumière des différentes preuves décrites dans ce chapitre II, nous pourrons ainsi évaluer les modèles proposés afin d'expliquer le choix de lignage dans le thymus. a-Rôle des CPA Bien que grandement étudié, des zones d'ombres persistent quant à la contribution relative de chaque sous-population de CPA thymiques lors du développement Treg, ainsi que dans la balance entre sélection négative et induction des Treg. Notamment, les antigènes présentés, le niveau d'expression du CMH, des différentes molécules de costimulation ainsi que la production des différentes cytokines peuvent être d'important facteurs de variabilité quant à la contribution de chaque sous-type cellulaire. Concernant les mTEC, leur contribution n'est plus en doute, notamment du fait de l'expression du facteur de transcription Aire et ainsi des TSA (cf. chapitre I-4)). Toutefois, l'implication directe et autonome des mTEC pose question. De premières études ont mis en doute l'implication des mTEC et de Aire lors du développement Treg. En effet, dans un modèle TCRtg couplé à l'expression de HEL 47

  . En 2013, Malchow et collègues identifient une population de Treg endogènes réactifs pour un antigène prostatique et dont le développement est dépendant de Aire (Malchow et al., 2013). Ce même groupe démontre en 2016 que l'absence de Aire altère les répertoires des TCR exprimés par les Tconv et Treg. De façon intéressante, une fraction importante des TCR surexprimés par les Tconv responsables d'infiltrats autoimmuns chez les souris Aire -/-est retrouvée parmi le répertoire des Treg dans les souris Aire +/+ (Malchow et al., 2016). Ces résultats confirment ainsi que Aire et les mTEC participent à la déviation des cellules auto-spécifiques vers le lignage Treg en permettant la présence de l'antigène au niveau du site de sélection dans le thymus. Par ailleurs, de même que pour Aire, les souris déficientes pour Fezf2 présentent un nombre réduit de Treg dans le thymus et en périphérie, ainsi qu'un répertoire TCR des LT CD4 altéré, suggérant une contribution similaire au développement des Treg (Takaba et al., 2015). Toutefois, bien que certains groupes aient démontré un rôle autonome des mTEC lors de la sélection Treg, il reste difficile de différencier un rôle propre et une coopération avec les DC via un transfert d'antigène. De nombreuses preuves pointent un rôle important des DC lors de la sélection Treg, malgré un impact quantitatif modéré dans certains modèles. Une contribution des DC fut confirmée par

  CPA dédiée au lignage Treg. Wirnsberger et collègues observent in vitro que les DC et les mTEC induisent des proportions similaires de Treg, avec toutefois la nuance que la concentration de peptide optimale pour ce même effet est 10 à 20 fois plus faible pour les DC. Ceci suggère une efficacité différente, potentiellement due à des niveaux d'expression du CMH, de molécules de costimulation ou de cytokines variables, résultant en une avidité fonctionnelle distincte. Selon le modèle, la contribution des pDC est faible, voire inexistante, et nettement inférieure à celle des cDC. Par ailleurs, d'un point de vue quantitatif, un des modèles décrit une efficacité plus

  . Cette dernière observation est potentiellement liée à un seuil d'avidité entre sélection agoniste et sélection négative qui dépend de la densité en CMH. Dans l'ensemble, ces papiers confirment un rôle important des DC, sans parvenir à trancher sur une efficacité distincte des différentes sous-populations. Afin de caractériser le rôle de Aire et la contribution relative des différentes CPA, Perry et collaborateurs ont entrepris des analyses à l'échelle du répertoire TCR (Perry et al., 2014). En séquençant les TCR de Tconv et Treg issus de souris WT, et en comparant ces séquences à celles d'animaux dont les DC sont déficientes en CMH ou aux souris C2TAkd, les auteurs observent que les DC et les mTEC contribuent de façons non redondantes à la sélection négative et à la sélection Treg. De façon intéressante, les auteurs confirment que les DC et les mTEC contribuent également à la sélection négative de potentiels Treg, un processus reflété par l'apparition de certaines clones TCR exprimés par les Treg en absence de l'expression de CMH sur l'une ou l'autre des populations. Par ailleurs, cette étude réaffirme que Aire contribue à la sélection des Treg, et qu'une partie des antigènes Aire-dépendants sont présentés à la fois par les mTEC et par les DC, impliquant un transfert d'antigènes préférentiellement aux DC CD8a + . Ce même groupe révèle dans une autre étude que ce transfert préférentiel serait lié à l'expression spécifique aux DC CD8a + d'un récepteur purinergique P2Y14. Ce récepteur permettrait aux DC de détecter les corps apoptotiques de mTEC, facilitant leur capture via un mécanisme dépendant de CD36, un récepteur de type scavenger lui aussi préférentiellement exprimé par les DC CD8a + (

  . De plus, les auteurs observent que les deux sous-populations purifiées sont capables d'induire la différenciation des mêmes clones de Treg réactifs d'antigènes Aire-dépendants et concluent ainsi à un rôle redondant des DC Sirpa + et CD8a + . Les cellules Sirpa + originaires de la périphérie semble ainsi également acquérir des antigènes issus de mTEC. Leur origine périphérique suggère que ces cellules puissent amener au thymus des antigènes endogènes (du soi ou de commensaux), bien que la contribution de tels antigènes à la sélection des Treg thymiques reste à démontrer avec précision.Ainsi, les deux populations de DC contribuent à la sélection de Treg, de façon partiellement redondante et à des degrés distincts selon les modèles, et probablement selon l'antigène mis en jeu. Cette diversification des CPA et de leurs interactions ajoute une complexité supplémentaire à la niche de développement thymique des Treg. La capacité différentielle de ces deux population à induire des Treg reste en suspens, et dépend potentiellement de plus de facteurs que cette simple dichotomie, mais implique surement des niveaux d'expression de CMH(Hu et al., 2017b;[START_REF] Proietto | Dendritic cells in the thymus contribute to T-regulatory cell induction[END_REF], de cytokines, et de molécules de costimulation(Coquet et al., 2013) distincts.Hormis les mTEC et les DC, d'autres types de CPA d'origine hématopoïétique participent à la sélection négative, et donc potentiellement à l'induction de Treg. Peu de preuves impliquent les macrophages, à l'exception de certaines expériences ex vivo suggérant un effet d'induction de Treg mineur[START_REF] Guerri | Analysis of APC Types Involved in CD4 Tolerance and Regulatory T Cell Generation Using Reaggregated Thymic Organ Cultures[END_REF]. Ce même article révèle également une implication moindre des LB. Une autre étude inclue les LB dans le développement des Treg en démontrant une augmentation de la proportion de Treg dans des souris BAFF-Tg chez lesquelles des LB s'accumulent dans le thymus ; alors qu'une déficience en CMH-II spécifique des LB diminue le développement Treg[START_REF] Walters | A Role for Intrathymic B Cells in the Generation of Natural Regulatory T Cells[END_REF]. La description récente de l'expression de Aire par les LB thymiques(Yamano et al., 2015b) relance la possibilité d'un rôle important des LB lors de la sélection des Treg et met en avant la nécessité de plus amples investigations à ce sujet. b-Modèles de développement : Treg vs sélection négative Au fil du temps, divers modèles de développement des Treg ont été proposés, certains s'étant avérés faux, d'autres incomplets et progressivement implémentés au fil des découvertes. Pour citer A. Singer et collègues, « la logique stipule que les modèles abstraits ne peuvent être prouvés mais seulement être réfutés, le but de la construction d'un modèle est de provoquer les test expérimentaux qui invalident les suppositions sous-jacentes sur lesquelles sont basés ces modèles » (Singer et al., 2008). Deux modèles concernant les Treg ont été précédemment évoqués. Premièrement, concernant le choix de lignage instructif vs stochastique, bien que de nombreuses preuves pointes vers le modèle instructif avec un rôle indispensable du TCR, alors que peu d'études favorisent un modèle stochastique, certaines observations interrogent toujours. De plus, la description du rôle de Satb1 dans la mise en place du paysage épigénétique indispensable au lignage Treg, bien qu'insuffisant à lui seul à l'induction de ce lignage, amène à se questionner sur une possible prédétermination préalable (stochastique ou instruite par un signal non défini…) qui serait ensuite validée par la signalisation via le TCR. D'autre part, le « two-step model » proposé par C.S. Hsieh en 2008 est toujours en vigueur, bien que depuis complexifié par diverses découvertes, notamment celle d'une population de pré-Treg CD25 - Foxp3 low , et par les effets plus ou moins redondants des différentes cytokines. Comme décrit précédemment, une composante clé du développement du lignage Treg est la signalisation via le TCR. Des modèles basés sur l'affinité et l'avidité de cette interaction expliquent seulement de façon simpliste la dichotomie entre la sélection négative et le lignage Treg (figure 9), mais ne prennent pas en compte les cinétiques d'interactions et expliquent difficilement certains chevauchements entre les répertoires TCR exprimés par les Treg et Tconv. Sur cette base, un modèle de « hit and run » a été proposé[START_REF] Li | T cell receptor signalling in the control of regulatory T cell differentiation and function[END_REF][START_REF] Ouyang | Foxo : in command of T lymphocyte homeostasis and tolerance[END_REF] (figure12). Ce modèle s'appuie sur le fait qu'un signal TCR transitoire favorise le développement Treg(Ouyang et al., 2010b;[START_REF] Sauer | T cell receptor signaling controls Foxp3 expression via PI3K , Akt , and mTOR[END_REF], et que suite au signal TCR, les pré-Treg CD25 + Foxp3 -ne nécessitent pas de signal TCR supplémentaire pour devenir des Treg CD25 + Foxp3 + matures[START_REF] Lio | A Two-Step Process for Thymic Regulatory T Cell Development[END_REF]. Selon ce modèle « hit and run », un signal de haute affinité transitoire est suffisant pour activer les voies de signalisation favorables au lignage Treg. En revanche, un signal fort et continue, résultant de rencontres fréquentes avec l'Ag, activerait également les voient de signalisation inhibitrices résultant en une élimination clonale. Ce modèle intègre ainsi la notion que les TSA rares favoriserait peu d'interaction et la différenciation Treg, alors que des Ag plus fréquents (ubiquitaires ?) induiraient la sélection négative.Toutefois, des données semblent indiquer que pour des antigènes présents en grande quantité, l'interaction entre le thymocyte et une CPA induit un arrêt immédiat de la migration du LT et son entrée en apoptose[START_REF] Dzhagalov | Elimination of Self-Reactive T Cells in the Thymus: A Timeline for Negative Selection[END_REF] ; alors que dans un modèle d'expression de TSA, les thymocytes auto-réactifs ralentissent leur migration, mais continuent à produire des contacts avec les CPA[START_REF] Borgne | The impact of negative selection on thymocyte migration in the medulla[END_REF]. Bien que ces publications s'appliquent à des LT CD8 TCRtg, il est observé un comportement similaire avec de LT CD4SP polyclonaux. Sur cette base, appuyé par un modèle mathématique de la sélection thymique[START_REF] Khailaie | A Signal Integration Model of Thymic Selection and Natural Regulatory T Cell Commitment[END_REF], L. Klein, E.Robey et C-S. Hsieh, dans une récente revue, suggèrent un modèle dans lequel la rencontre d'un antigène induisant une forte signalisation conduit à l'arrêt du LT au contact de la CPA, ayant pour conséquence d'amplifier l'intensité et/ou la durée du signal et menant à la sélection négative de la cellule. En revanche, selon ce modèle, la différenciation Treg résulterait de stimulations intermédiaires répétées.(Klein et al., 2019). Toutefois, ce phénomène de multiples rencontres avec l'antigène pour le développement Treg reste à démontrer.
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  FIGURE 12 MODELE « HIT AND RUN » ET MODELE D'INTERACTIONS MULTIPLESA. Modèle « hit and run ». Issue de[START_REF] Li | T cell receptor signalling in the control of regulatory T cell differentiation and function[END_REF]. La stimulation des thymocytes CD4SP via l'interaction TCR-pCMH est crucial à l'éducation de ces cellules. Selon ce modèle, une faible stimulation TCR promeut le lignage Tconv. Une stimulation transitoire par un antigène de haute affinité est suffisante pour activer les voies de signalisation stimulatrices de la différenciation Treg, alors que les voir répressives n'atteignent pas le seuil optimal d'activation (ligne pointillée). Une stimulation persistante des CD4SP par des antigènes de haute affinité active les deux voies de signalisation, activatrice et répressive, ce qui n'est pas permissif à la différenciation en Treg, mais induit plutôt l'élimination clonale. Les points rouges indiquent le niveau et la durée d'engagement du TCR et l'activité des voies de signalisations. B. Modèle d'interactions

  grâce à des tétramères de CMH-IIpeptides. Les auteurs observent qu'au cours de la période néonatale ces cellules se différencient en Treg alors qu'à l'âge adulte, elles sont éliminées pas sélection négative. Alors que durant la période néonatale les antigènes sont exprimés par les mTEC, à l'âge adulte les DC migratoires qui les expriment sont surement responsables de l'élimination des cellules. Ces résultats sont cohérents avec l'existence d'une fenêtre de stimulation conduisant au développement Treg, ne tranchant pas entre la forte densité en antigène ou la capacité de différentes CPA à lier le TCR. Les auteurs démontrent toutefois qu'au-delà de l'affinité, le temps d'interaction (« dwell time ») est crucial pour le choix du lignage. Alors qu'un très court temps d'interaction corrèle avec le développement Tconv, et qu'un long temps d'interaction conduit à la sélection négative, un temps d'interaction intermédiaire est lié au développement Treg. Ce résultat est cohérent avec le modèle prédisant la sélection négative pour un interaction de longue durée avec l'antigène et la différenciation Treg pour une interaction intermédiaire, bien que la nécessité d'une interaction simple ou multiple pour le développement Treg reste inconnue.

FIGURE 13 NICHES

 13 FIGURE 13 NICHES DE DEVELOPPEMENT THYMIQUE DES LYMPHOCYTES T REGULATEURSIssue de(Klein et al., 2019). a. La niche thymique pour le développement des Treg est définie par une APC rare qui présente un antigène du soi agoniste particulier, éventuellement dérivé un TSA, et par une source d'IL-2 locale. L'IL-2 produite par un CD4SP auto-réactif relativement mature (ayant éventuellement échappé à l'élimination clonale ou recirculant) reste associée à la niche en raison de la diffusion limitée de l'IL-2. Le progéniteur Treg reçoit à la fois un signal TCR fort et de l'IL-2, ce qui permet sa différenciation en Treg FOXP3 + . b. Modèle de compétition pour la niche, indépendant de la spécificité TCR. Les Treg matures dans le thymus (comprenant à la fois des cellules récemment différenciées et des Treg recirculants depuis la périphérie) consomment de l'IL-2 comme facteur de survie et appauvrissent ainsi la niche thymique en l'IL-2. L'appauvrissement en IL-2 limite la capacité des pré-Treg à passer la deuxième étape de différenciation des cellules Treg. Les pré-Treg privés d'IL-2 peuvent soit redevenir des Tconv, soit, plus probablement, être éliminés. c. Modèle de compétition intra-clonale. Le premier progéniteur (jaune clair) qui pénètre dans la niche thymique subit une maturation complète en Treg (gauche). Une fois arrivée à maturité, cette cellule peut séquestrer les complexes peptide-CMH apparenté (pCMH) et épuiser l'IL-2 à proximité, interférant ainsi respectivement avec la première étape (milieu) et/ou la deuxième étape (droite) de la différenciation Treg des autres progéniteurs de même spécificité. Ces précurseurs pourraient ainsi soit échapper à l'induction de la tolérance centrale pour devenir des Tconv (plus probable en cas de compétition pour l'antigène) ou être éliminés par apoptose (plus probable en cas de compétition pour l'IL-2). Les deux types de compétition intra-clonale pourraient également être favorisés par la présence croissante de Treg recirculants dans la niche de sélection.

  Treg décroit bien plus rapidement et plus intensément que celle de Tconv avec l'âge, que ce soit dans la périphérie ou dans le thymus, ne pouvant ainsi être liée uniquement à l'involution thymique. Par diverses analyses, notre équipe a clairement démontré la présence de Treg recirculant (GFP -) depuis la périphérie vers le thymus, exerçant une boucle de rétrocontrôle négatif sur le développement de nouveaux Treg. Cette démonstration établi l'existence d'une nouvelle composante agissant sur le développement des Treg par un mécanisme de compétition évoluant avec l'âge (cf. figure 13).

  Par diverses approches telles que le séquençage ARN, le transfert adoptif de Treg ou l'élimination des Treg périphériques, nous avons pu démontrer que ces Treg GFP -thymiques sont issues majoritairement de la recirculation de cellules périphériques vers leur organe d'origine, un phénomène que nous observons également chez l'homme. Ces cellules présentant un phénotype activé/effecteur et étant localisées au niveau de la médulla thymique, l'hypothèse d'une action sur le développement thymique a été émise. Des expériences de FTOC repeuplées avec des Treg matures périphériques, mimant ainsi le processus de recirculation, démontrent une inhibition importante du développement des Treg Foxp3 + par les cellules matures, sans altérer la proportion de pré-Treg CD25 + Foxp3 -. Sur la base de la contribution de l'IL-2 lors de la seconde phase de développement des Treg dans le « two-step model », ainsi que la forte expression de CD25 par les Treg recirculant, nous avons émis l'hypothèse que cette inhibition du développement résulte d'une déprivation du microenvironnement en IL-2. En effet, l'utilisation d'un anticorps bloquant CD25 prévient l'inhibition du développement par les Treg recirculants, confirmant cette hypothèse. Cette conclusion est également appuyée par la démonstration, en parallèle, d'une compétition pour l'IL-2 entre les Treg mature et les Treg en développement par l'équipe de E. Robey (Weist et al., 2015). Nous avons ainsi mis en évidence l'existence d'une boucle de rétrocontrôle négatif du développement des Treg par les Treg matures recirculants de la périphérie vers leur organe d'origine. D'après les phénotypes des Treg recirculants, la recirculation des Treg semble également nécessiter

FIGURE 15 CONTROLE

 15 FIGURE 15 CONTROLE GENETIQUE DE LA PROPORTION DE TREG DANS LE THYMUSA. Quantité de Treg thymiques en fonction du fond génétique Adapté de(Feuerer et al., 2007). Proportion de Treg Foxp3+ parmi les CD4SP thymiques de males de 10 souches de souris consanguines, âgés de 5-6 semaines (droite) (moyenne uniquement, n=3 souris par souche). Proportion de Treg Foxp3+ parmi les CD4SP de cultures de thymus foetaux (FTOC) de souris NOD ou Bg7 (B6 portant le CMH (I-Ag7) de la souris NOD) (gauche). B. Quantité de Treg thymiques NOD vs B6 selon l'âge. Adapté de(Tellier et al., 2013). Proportion de Treg Foxp3+ parmi les CD4SP thymiques de souris NOD et B6 âgées de 1, 4 et 8 semaines. C. Diversité des répertoires TCR NOD vs B6. Adapté de(Ferreira et al., 2009). Les Treg (CD25+) et les Tconv (CD25-) de souris NOD et B6 âgées de 6 semaines ont été triés. Les TCR Va9, Va12 et Vb8.2-Jb2.3 ont été séquencés et les différentes séquences CDR3 correspondant à divers clonotypes ont été quantifiées. Chaque couleur correspond à un CDR3 unique, et la taille de la zone correspond à la fréquence de cette séquence parmi le total. La diversité du répertoire (D) est indiquée selon les formules d'entropies de Shannon.

APartie 1 :

 1 la lumière de cette hétérogénéité des Treg thymiques, nous avons entrepris une nouvelle étude de cette population au sein de diverses souches murines avec une attention particulière pour les souris NOD et B6. Les objectifs étaient (1) d'évaluer la contribution des Treg en développement et recirculants dans le thymus de différentes souches consanguines ; (2) d'identifier les mécanismes à l'origine et les conséquences des différences observées. Dans l'ensemble, ceci permet d'appréhender avec une plus grande précision l'impact de la génétique sur le développement et la recirculation des Treg, et à plus large échelle, ces travaux définiront plus précisément les mécanismes modulant le développement thymique de lymphocytes T régulateurs. Dans l'ensemble, mes résultats identifient un contrôle qualitatif, modulé par des facteurs génétiques et moléculaires, du développement des Treg, qui prédéfinie l'intensité du processus de recirculation vers le thymus. Cette boucle établie ainsi un rétrocontrôle quantitatif et possiblement qualitatif du développement des Treg. RESULTATS Robust intrathymic development of regulatory T cells in young NOD mice is rapidly restrained by recirculating cells Partie 2 : Régulation génétique, moléculaire et cellulaire du développement qualitatif et de la recirculation des Treg

Figure 1 .

 1 Figure 1. Comparatively large Treg-niche and strong Treg-development in the NOD thymus. Thymocytes from indicated inbred mouse strains were analyzed by flow-cytometry using antibodies to indicated markers. Proportions of Foxp3 + cells among CD4 + CD8 -TCR high (CD4SP) thymocytes from (A) 8-week-or (B) 3-day-old mice. (C) Thymocytes from Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a B6 mice were analyzed by flow-cytometry. Left panel: CCR7 versus CD73 expression by CD4SP Foxp3 + Treg. Right panel: GFP-levels on cells gated as indicated in the left panel. Data from a representative experiment out of more than four performed is shown. (D) Thymocytes from 8-week-old WT mice of the indicated inbred strains (n ࣙ 5/strain) were analyzed by flow-cytometry and proportions of recirculating CCR7 -/low CD73 high Treg and of newly developing CCR7 high CD73 -/low Treg were determined. Five to nine mice were analyzed for each strain at 8 weeks in two to three independent experiments. Five to 13 mice were analyzed for each strain at 3 days in two independent experiments. Mean values ± SD. ns, not significant; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 (Mann-Whitney test), as compared to NOD thymocytes.

Figure 2 .

 2 Figure 2. Dynamic changes in the composition of the Treg niche during the first weeks of age. Thymocytes from Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a NOD and B6 mice were analyzed by flow-cytometry and confocal microscopy using antibodies to indicated markers. (A) Thymocytes were from 3and 8-week-old NOD and B6 mice, as indicated. Shown is the expression of Thy1.1 versus CD25 on CD4 + CD8 -TCR high GFP + thymocytes, gated as in Supporting Information Fig. S2A. Depicted gates were used to quantify newly developing Treg. (B) Quantification of developing Treg. Each symbol represents the mean of 7-14 individual measurements ± SD, pooled from one to four independent experiments per time-point. See Supporting Information Fig. S2B for absolute numbers. (C) Thymocytes were from 3-and 8-week-old NOD and B6 mice, as indicated. Shown is the expression of GFP vs. Thy1.1 on CD4 + CD8 -TCR high thymocytes, gated as in Supporting Information Fig. S2B. Depicted gates were used to quantify recirculating Treg. (D) Quantification of recirculating Treg. Each symbol represents the mean of 7-14 individual measurements ± SD, pooled from one to four independent experiments per time-point. See Supporting Information Fig. S2C for absolute numbers. ns, not significant; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 (Mann-Whitney test). (E) Confocal microscopy of medullary sections of thymi of Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a

  NOD and B6 mice. Cortex and medulla were distinguished based on GFP intensity level (green). The white arrow denotes a developing Treg, the yellow one a recirculating Treg. Three independent samples were analyzed per condition. Recirculating GFP -Foxp3 + Treg were quantified using Imaris-software. The scale bar in the lower left panel represents 5 µm. (F) Density of recirculating Treg in the medulla of NOD and B6 thymi. Each symbol represents one individual mouse per experiment with three to five different sections analysed. *p < 0.05; ***p < 0.001 (Student t-test).

Figure 3 .

 3 Figure 3. Similarity between recirculating thymic Treg in B6 and NOD mice. (A and B) Flow-cytometry analyses of electronically gated CD4 + CD8 -GFP -Thy1.1 + recirculating thymic Treg from Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a NOD and B6 mice. Antibodies against indicated surface molecules were used in addition to the ones used for identification of the recirculating Treg. Each symbol indicates a single animal. Data are from one experiment on mice 3-weeks-of-age, similar results were obtained in an independent experiment with mice 2-weeks-of-age. ns, not significant; *p < 0.05; **p < 0.01 (Mann-Whitney test). (C and D) Transcriptomic analysis (RNAseq) of FACS-sorted CD4 + CD8 -TCR high GFP -Thy1.1 + recirculating thymic Treg from Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a NOD and B6 mice. (C) Volcano plot showing the differentially expressed genes. FC, NOD/B6 fold change; n, number of differentially expressed genes (adjusted p < 0.05, normalized counts > 100, green FC ࣘ 0.5, red FC ࣙ 2). (D) Enrichment plot for the "Treg activation signature" gene-set [26] is shown. The enrichment score and the gene-ranking correspond to NOD versus B6. FDR, false discovery rate. Three independent biological replicates (each containing cells from 8 to 17 pooled NOD and B6 thymi) were analyzed.

Figure 4 .

 4 Figure 4. Hyperactivation of peripheral NOD Treg explains their greater recirculation back to the thymus. (A-C) Flow-cytometry analyses of electronically gated CD4 + CD8 -GFP -Thy1.1 + splenic Treg using antibodies to these and indicated markers. Depicted electronic gates were used for the quantifications shown in the right panels. Each symbol indicates a single animal. Data are from two independent experiments. (D) Thymocytes from WT animals of the indicated inbred mouse strains were analyzed by flow-cytometry using antibodies to indicated markers. Shown are the proportions of activated CD62L low CD44 high cells among CD4 + CD8 -Foxp3 + Treg in the spleen versus recirculating CCR7 -/low CD73 high Foxp3 + Treg among CD4 + CD8 -TCR high (CD4SP) cells in the thymus. The red line indicates a linear regression curve, R 2 = 0.63, p < 0.0001. Five to nine mice were analyzed for each strain in two to three independent experiments. (E) Treg freshly isolated from spleens of Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a NOD and B6 mice were co-injected i.v. into (B6 × NOD)F 1 hosts. Twenty-four hours later, injected Thy1.1 + NOD (H-2K d+ ) and B6 (H-2K b+ ) Treg were identified in indicated organs by flow-cytometry using antibodies to indicated markers. Numbers near gates indicate the frequency (%) among injected cells. A representative experiment is shown. Right panel: Efficiency of migration of injected NOD and B6 Treg to the thymus is expressed as ratio of these cells found in the thymus versus spleen. Each symbol indicates a single animal, results are from three independent experiments. (F) As in (E), but Treg were activated ex vivo prior to injection. Mean values ± SD. ns, not significant; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 (Mann-Whitney test).
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 5 Figure 5. Recirculating intrathymic Treg protect better from immunopathology than freshly developing Treg. Treg-depleted splenocytes were injected in NOD Cα°mice alone (w/o Treg cells) or complemented, to original Treg-proportions, with GFP + or GFP -thymic Treg. (A) Survival (see Materials and Methods section) and (B) weight of the mice was monitored over time (mean values ± SD). w/o Treg cells, n = 8 individuals; +GFP + Treg cells, n = 6 mice; +GFP -Treg cells, n = 8 mice, data are pooled from two (w/o Treg) to three (+Treg) independent experiments. Log Rank (Mantel-Cox) test: ns, not significant; *p < 0.05; ***p < 0.001. (C) Camembert-chart indicating the cause of death of experimental animals.

Figure 6 .

 6 Figure 6. Recirculating Treg in the thymus inhibit de novo development of Treg. (A) Thymocytes from 8-week-old mice of the indicated inbred mouse-strains were analyzed by flow-cytometry using antibodies to indicated markers. The proportions of recirculating CCR7 -/low CD73 high versus newly developing CCR7 high CD73 -/low Foxp3 + Treg among CD4 + CD8 -TCR high (CD4SP) thymocytes are depicted for each individual mouse analyzed. The red line indicates a one-phase regression curve, R 2 = 0.37. Five to nine mice were analyzed for each strain in two to three independent experiments (B and C) Thymocytes from Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a B6 and NOD mice were analyzed by flow-cytometry. The proportions of recirculating GFP -versus newly developing GFP + Thy1.1 + Treg among CD4 + CD8 -TCR high (CD4SP) thymocytes are depicted for each individual mouse analyzed. To compare mice with similar proportions of recirculating Treg in the thymus, B6 mice were of 2-53 weeks of age, NOD mice of 2-8 weeks of age. Each symbol indicates a single animal. Data are pooled from 29 (B) and 21 (C) independent experiments. Linear regression curves and their equations are shown. (D) Three-week-old Rag2-Gfp Foxp3-Thy1a NOD mice were injected with anti-CD4 (or control) antibody every 3 days during 3 weeks. Their thymocytes were analyzed by flow cytometry at day 21 after the first injection. GFP versus Thy1.1 expression by electronically gated CD4SP thymocytes. (E) Indicated are the proportions of recirculating GFP -Treg among CD4SP thymocytes (upper-left quadrant in D) as percentages of the mean values found in the mice of the control group, for each performed experiment (n = 11 control and 13 treated mice from three independent experiments). (F) As in (E), but indicated are the proportions of newly developing GFP + Treg. Bars indicate mean values ± SD. ***p < 0.001; ****p < 0.0001 (Mann-Whitney test).

(

  53.6.7), PE-Cy7-and PE-labeled anti-CD25 (PC61), Biotinlabeled anti-TCRβ (H57-597), APC-labeled anti-Thy1.1 (OX-7), AF647-labeled CCR6 (140706) (all from BD Bioscience); Biotinlabeled anti-Thy1.1 (HIS51), PE-labeled anti-TCRβ (H57-597), PE-Cy7-labeled or PerCpCy5.5-labeled or APC-EF780-labeled anti-CD44 (IM7), APC or PE-labeled anti-CD62L (MEL-14), PE-Cy7-or PE-labeled streptavidin, Biotin-labeled anti-CD103 (2E7), PerCp-ef710-labeled anti-TIGIT (GIGD7), PE-labeled anti-H-2K d (SF1-1.1), Biotin-labeled anti-H-2K b (AF6-88.5), Biotin-labeled anti-ST2 (RMST2-2), Biotin-labeled anti-CXCR4 (2B11), PE-labeled anti-CCR7 (4B12), EF660-labeled anti-Foxp3 (FJK16S) (all from eBioscience); and BV605-labeled anti-CD73 (TY/11.8) (from Biolegend).

Figure S1

 S1 Figure S1

Figure S2

 S2 Figure S2 Newly developing and recirculating T cells in the thymus of Rag2-Gfp Foxp3-

Figure S3

 S3 Figure S3

Figure S4

 S4 Figure S4 Gating strategy used for the quantification of activated cells among fully mature

Figure S5 Figure S6 1 +

 S5S61 Figure S5

  Treg hautement auto-réactifs dans le thymus des souris NOD Afin d'évaluer l'origine de l'hyperactivation périphérique précoce des Treg chez les souris NOD, nous avons entrepris une étude de leur développement dès la naissance. L'analyse de très jeunes souris nous permet d'évaluer le développement précoce des Treg, mais également de nous soustraire de l'influence des Treg recirculants, qui émergent dans le thymus seulement durant les derniers jours de la 1 ere semaine de vie. Dans un premier temps, nous avons pu confirmer un développement quantitativement plus élevé des Treg chez les souris NOD par rapport aux souris B6, comme décrit dans notre première étude, et cela dès les premiers jours de vie (figure 1A et B). Toutefois, une plus grande quantité de Treg thymiques n'explique pas le fait qu'une proportion plus importante de ces cellules soient activées en périphérie. En revanche, cette hyperactivation pourrait être lié à une plus forte réactivité pour les antigènes du soi en période néonatale. Afin d'évaluer cette possibilité, nous avons mesuré la proportion de Treg portant un TCR Vb3. Chez les souris NOD, le super-antigène endogène encodé par le MMTV-3 et exprimé par le stroma thymique représente un ligand de très haute affinité pour les cellules Vb3 + . Il conduit à l'élimination des précurseurs des Tconv Vb3 + et induisent la différenciation des Treg lors du développement thymique

  . De façon cohérente avec la littérature, une faible proportion de Tconv Vb3 + est retrouvé dans le thymus des souris NOD comparées aux souris B6 (figure1D). De façon surprenante, nous détectons une proportion élevée de Treg Vb3 + parmi les Treg en développement à l'âge de 1 semaine, mais cette proportion apparait drastiquement diminuée à 8 semaines (figure 1C et D). Toutefois, les souris B6 n'étant pas soumises aux mêmes sélections par les super-antigènes que les souris NOD, cette approche ne permet pas de comparer la sélection thymique sous ces deux fonds. Afin de comparer plus précisément les sélections NOD et B6, nous avons évalué le développement des Treg hautement auto-réactifs sur la base de la forte expression de GITR, CD25 et PD1 (« triple high ») comme défini par l'équipe de E. Palmer(Wyss et al., 2016). De façon cohérente avec le fort développement de Treg Vb3 + chez les souris NOD, une proportion bien plus importante de Treg « triple high » se développent chez les souris NOD que chez les B6 au cours de la première semaine de vie (figure1E et F). Ces cellules présentent un phénotype similaire entre les deux souches, à savoir une forte expression de CD25 et de Foxp3, ainsi qu'un plus faible niveau de TCR en surface, caractéristique des cellules ayant reçu un fort signal TCR[START_REF] Gallegos | Control of T cell antigen reactivity via programmed TCR downregulation[END_REF] (figure1Get H). La forte auto-réactivité de ces cellules est également attesté par leur expression élevée de nur77 et CD5 en comparaison aux cellules « intermédiaires » (GITR + CD25 + PD1 -) et « triple low » (GITR low CD25 low PD1 - ) (figure 1I et J). La présence en proportions comparables de ces « triple high » parmi les Treg S1P1 -et S1P1 + confirme que ces cellules hautement auto-réactives ne sont pas destinée à la sélection négative, mais peuvent émigrer du thymus et sont aptes à participer au pool de Treg périphériques (figure 1K et L). Ainsi, cette même sur-représentation des cellules « triple high » chez les souris NOD est retrouvée parmi les Treg spléniques au cours de la première semaine de vie (figure 1M).
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  21 et 56 jours. Chaque symbole représente la moyenne de 4 à 12 individus ± SD. (g) Identification des Treg GITR hi PD1 hi , GITR + PD1 low et GITR low PD1 -et exemple représentatif de l'expression de CD25 et Foxp3 par les 3 sous-populations de Treg en développement à J3. (h) Expression du TCR à la surface des sous-population de Treg et quantification de la mfi entre les Treg GITR hi PD1 hi et GITR + PD1 low de même souris. (i) Expression de nur77 par les Treg GITR hi PD1 hi , GITR + PD1 low et GITR low PD1 -, et (j) quantification de la mfi de nur77 et CD5. (k) Identification des Treg exprimant ou non S1P1 et quantification des Treg GITR hi PD1 hi parmi les cellules S1P1 + et S1P1 -et (l) leur quantification. (m) Quantification des Treg GITR hi PD1 hi parmi les Treg CD4 + CD8 -TCR high Thy1.1 + spléniques en fonction de l'âge, à 0,1,2,3,4,7,21 et 56 jours. Chaque symbole représente la moyenne de 4 à 12 individus ± SD. ns, non significatif; * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; **** P<0.0001 (test Mann-Whitney). (h et j) * P<0.05; ** P<0.01 (test Wilcoxon). Les Treg « triple high » sont fortement activés et participent intensément à la recirculation Les Treg « triple high » caractérisés par Wyss et collègues reconnaissent avec une haute affinité les antigènes du soi, sont fortement activés et prolifèrent extensivement. Ces cellules semblent donc particulièrement destinées à participer au processus de recirculation que nous avons décrit (cf. article 1). Ainsi, la présence accrue de ces cellules très facilement activables au sein de la population de Treg périphériques chez la souris NOD pourrait logiquement participer à l'hyperactivation néonatale que nous avons décrite chez les souris NOD, et ainsi au fort processus de recirculation observé chez ces animaux. En accord avec cette hypothèse, à j4 et à une semaine de vie, la population des Treg « triple high » splénique est presque uniquement constituée de cellules GFP -, contrairement aux Treg « intermédiaires » et « triple low », cohérant avec leur activation et une prolifération rapide des « triple high » menant à la dilution de la GFP (figure 2A). En effet, une proportion plus importante de cellules activées (i.e. CD44 hi CD62L low ) est retrouvée parmi les Treg « triple high » que parmi les deux autres sous-populations dès les premiers jours de vie (j4) (figure 2B). En plus d'une proportion plus élevée en Treg recirculants (GFP -) dans le thymus NOD dès les premiers jours de vie (figure2C et D), la forte propension à recirculer des Treg « triple high » se révèle également par l'enrichissement important de cette population parmi les Treg recirculants dans le thymus, dès la première semaine de vie chez la souris NOD, mais également B6 (figure 2C et E). Ces cellules représentent la quasi-totalité des premiers Treg GFP -dans le thymus chez ces animaux à J4, et près de 70% des Treg recirculants après une semaine de vie. Étant donné que le niveau d'activation périphérique des Treg corrèle avec l'intensité du processus de recirculation au sein de l'ensemble des 8 souches murines étudiées (cf. article 1), nous avons cherché à déterminer si cette observation peut être relié au développement précoce des Treg « triple high ». Trois jours après la naissance, les 8 souches étudiées présentent des niveaux hétérogènes de cellules « triple high » parmi les Treg en développement, avec la souris NOD représentant l'extrême le plus élevé, se détachant clairement des autres souches (figure 2F et G). Alors que la proportion de Treg thymiques en développement parmi les CD4SP à J3 ne corrèle pas avec la proportion de Treg recirculants à 8 semaines (figure 2H), la proportion de Treg « triple high » parmi lesTreg corrèle bien mieux avec ce paramètre (figure2I). Cependant, la corrélation avec l'activation périphérique à 8 semaines est plus modeste (figure2J). Cela pourrait s'expliquer par une analyse trop tardive de l'activation. En effet, l'implication des « triple high » est probablement prépondérante lors des premiers jours de vie, en revanche, l'activation des autres sous-population de Treg ultérieurement dilue sans doute l'observation de l'influence des « triple high ». Dans l'ensemble, ces données suggèrent que le niveau de réactivité aux antigènes du soi de la population de Treg en développement régit l'activation périphérique ultérieure de ces cellules et l'intensité du processus de recirculation.

Figure 2 :

 2 Figure 2 thèse

  et B). De même, nous avons observé un développement plus important des cellules « triple high » parmi les Treg à partir des précurseurs NOD au sein de ces thymi (figure 3C et D). Ces données révèlent ainsi un contrôle du développement des Treg et des Treg hautement auto-réactifs intrinsèque au compartiment T. Afin de déterminer avec une plus grande précision l'origine de ce contrôle, nous avons entrepris une cartographie génétique de ce phénotype. Pour cela, nous avons dans un premier temps généré des F1 (NODxB6). Ces animaux présentaient un phénotype de développement de Treg « triple high » similaire aux souris NOD, attestant d'une dominance des gènes NOD contrôlant ce phénotype (figure 3E et F). Les animaux F1 ont ensuite été croisés avec des souris B6 afin d'obtenir une génération BC1 (« backcross1 »). Ces BC1 présentaient des proportions de Treg et « triple high » hétérogènes, attestant d'un contrôle multigénique de ces développements (figure 3E et F). De façon importante, ces développements semblent indépendants du CMH, puisque les animaux homozygotes pour le CMH B6 I-A b ou hétérozygotes I-A b /I-A g7 présentaient des proportions de Treg et de « triple high » identiques (figure 3G et H). Nous avons ensuite analysé le génotype de 94 BC1 pour 34 000 polymorphismes génétiques (SNP) entre les souris NOD et B6 via l'utilisation des puces Giga-Muga (illumina). Cette cartographie génétique permet un bon découpage du génome avec une moyenne de 1500 SNP par chromosome. Nous avons réalisé une analyse statistique de la probabilité de liaison entre les régions génomiques et le phénotype « triple high » afin d'établir un score de liaison appelé « LOD score ». Cette analyse a révélé qu'un locus présent sur le chromosome 1, entre 45 et 110 Mb, est significativement lié au phénotype « triple high » (figure 3I et J). Les animaux possédant un allèle NOD au niveau des régions identifiées par les SNP de ce locus positif présentent un développement « triple high » significativement accru comparés aux homozygotes B6 (figure 3K), alors que les régions sur les autres chromosomes présentent des proportions de « triple high » identiques (non montré). Ainsi, la région chromosomique situé entre 55 et 105Mb sur le chromosome 1 est impliquée dans le contrôle intrinsèque du développement des Treg de haute auto-réactivité.
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 3 Figure 3 : Le développement des Treg « triple high » est contrôlé par un mécanisme intrinsèque aux cellules T et soumis à l'influence d'un locus identifié sur le chromosome 1. (a) Identification des Treg Foxp3 + parmi les CD4SP originaires de souris NOD ou B6 dans des FTOC NMRI repeuplées avec des DN3 NOD ou B6, et (b) leur quantification. (c) Identification des Treg GITR hi PD1 hi parmi les Treg Foxp3 + identifiés en (a), et (d) leur quantification. (e) quantification des Treg Foxp3 + et (f) des Treg GITR hi PD1 hi chez les souris F1(NODxB6) et BC1(F1xB6). (g) quantification des Treg Foxp3 + et (h) des Treg GITR hi PD1 hi chez les souris BC1(F1xB6) en fonction de l'expression de CMH I-A b ou I-A g7 . (i) Cartographie génétique et représentation du LOD score pour le phénotype GITR hi PD1 hi sur l'ensemble du génome, la ligne pointillé rouge correspond au seuil de liaison significative. (j) Représentation du LOD score pour le phénotype GITR hi PD1 hi sur le chromosome 1. (k) Quantification des Treg GITR hi PD1 hi chez les souris BC1 selon le génotype pour un snp situé à 69 Mb. ns, non significatif; ** P<0.01; *** P<0.001; **** P<0.0001 (test Mann-Whitney).
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 77 Figure 7 : Evolution de la sélection des Treg hautement auto-réactifs avec l'âge (a) Expression de CD5 à la surface des Treg Foxp3+GFP+ de souris NOD à 1 (rouge) et 8 (bleu) semaines de vie. (b) quantification de l'expression de CD5 (mfi) des Treg NOD et B6 à 1 et 8 semaines de vie, exprimée en proportion relative de la moyenne de la mfi à 1 semaine pour chaque expérience indépendante. (c) corrélation entre la proportion de Treg GITR hi PD1 hi parmi les Treg en développement Foxp3 + GFP + en fonction de la proportion de Treg recirculants Foxp3 + GFP -parmi les CD4SP chez les souris NOD. (d) Identification des Treg endogènes et exogènes dans le modèle de FTOC colonisées avec des Treg matures spléniques activés in vitro, et identification Treg GITR hi PD1 hi parmi les Treg endogènes en développement, en absence ou présence des Treg matures. (e) Quantification de la portion de Treg Foxp3 + parmi les CD4SP endogènes, normalisé par rapport au contrôle sans Treg exogènes pour chaque expérience indépendante. (f) Quantification de la portion de Treg GITR hi PD1 hi parmi les Treg endogènes. La moyenne pour chaque expérience indépendante est représentée et liée entre la condition avec et sans Treg exogènes. (g) Quantification de la portion de Treg GITR hi PD1 hi et GITR + PD1 low parmi les Treg endogènes, normalisé par rapport au contrôle sans Treg exogènes pour chaque expérience indépendante.

  1 aux phénotypes WT et Mutant et d'une souris contrôle NOD CD45.2 ont été lysés et dénaturés. Les lysats protéiques de 200 000 cellules ont été placés en gels SDS (NuPAGE Novex 7-12% Bis-Tris) et transférés sur une membrane de nitrocellulose. Après blocage avec « l'Odyssey blocking buffer », la membrane a été incubée avec un anticorps anti-Pi3Kd (1/1000, santa cruz-136032) 12h à 4°C puis incubé avec l'anticorps secondaire IRDye 800CW (1/1500) pendant 2h à température ambiante. La membrane a ensuite été révélée avec l'imageur Odyssey et analysé avec le logiciel Studio lite. Le développement des lymphocytes T régulateurs est un processus finement régulé, d'une part par les divers signaux moléculaires induisant la différenciation de ces cellules ; mais également d'un point de vue cellulaire, par un processus de rétrocontrôle exercé par les Treg matures réintégrant leur organe d'origine. Par ailleurs, la littérature démontre un contrôle quantitatif génétique sur le développement des Treg. Toutefois, ayant connaissance de l'hétérogénéité de la population de Treg thymiques et son évolution avec l'âge, l'influence de la génétique sur ces différentes populations n'est pas clairement définie. Notre étude identifie des proportions différentes de Treg dans le thymus de huit souches murines à l'âge adulte. Toutefois l'hétérogénéité de cette population apparait variable, et la composition en Treg en développement et en Treg recirculants diffère d'un fond génétique à l'autre. En nous focalisant sur les souris NOD et B6, et grâce au modèle Rag2-GFP, nous décrivons que le plus grand nombre de Treg observé chez la souris NOD reflète effectivement un développement accru des Treg. Mais cela est uniquement vrai au cours des premières semaines de vie, puisqu'à partir de la quatrième semaine, le développement des Treg apparait similaire entre les souris NOD et B6. En revanche, une quantité particulièrement élevée de Treg recirculants peuple le thymus NOD. La taille de la « niche » thymique pour les Treg est ainsi plus importante chez les souris NOD, mais est essentiellement comblée par les cellules recirculantes chez les animaux adultes. Nous démontrons que la recirculation accrue est due à une hyperactivation néonatale des Treg en périphérie chez les NOD, et que le niveau d'activation périphérique corrèle grandement avec la quantité de Treg recirculants dans les huit lignées étudiées. Par ailleurs, bien que leur capacité d'inhibition semble similaire entre les souris NOD et B6, la forte densité en Treg recirculants dans la médulla thymique NOD semble responsable de l'inhibition précoce et intense du développement Treg chez ces animaux. Nos résultats attestent donc d'un contrôle génétique du développement et du processus de recirculation. Ces deux processus, résulte en une modulation différente de l'hétérogénéité et de l'évolution avec l'âge de la population de Treg thymiques entre les divers fond génétiques (figure 16). Dans un second temps, nous avons cherché à identifier les mécanismes contrôlant l'activation périphérique des Treg chez les jeunes souris. Pour cela, nous avons évalué la qualité des Treg en développement durant la période néonatale. Nous révélons ici des variations qualitatives du développement des Treg entre les différentes souches, avec, paradoxalement, un développement élevé de Treg de haute affinité pour les antigènes du soi chez les souris NOD. Nos observations lient ce développement de cellules de haute affinité avec l'activation périphérique plus importante chez les souris NOD, conditionnant l'intensité du processus de recirculation et le rétrocontrôle exercé sur le développement Treg, ce qui semble également vrai pour les autres lignées. Nos résultats révèlent que la différence quantitative de développement des Treg « triple high » entre les souris NOD et B6 est le fait d'une propriété intrinsèque aux lymphocytes T, indépendante du CMH et vraisemblablement liée à un locus génique localisé sur le chromosome 1. Ce locus comprend notamment l'Idd5, dans lequel se trouve le gène Cd28, qui est plus exprimé par les pré-Treg CD25 + Foxp3 -chez les NOD que chez les B6. Par une approche d'interférence via des anticorps bloquants, nous révélons un rôle de la molécule de costimulation CD28 lors du développement des Treg « triple high », possiblement responsable du phénotype observé chez les souris NOD. Ainsi, une variation génétique, régulant vraisemblablement l'expression de CD28, gouverne le développement accru des Treg de haute auto-réactivité (« triple high ») en période néonatale chez les souris NOD, et est responsable de la cascade d'évènements qui en découle, à savoir l'hyperactivation en périphérie, la forte recirculation vers le thymus et l'inhibition importante du développement des Treg (figure 17).

FIGURE 16 MODELE

 16 FIGURE 16 MODELE DE RECIRCULATION NOD VS B6 (ARTICLE 1)

FIGURE 17 MODELE

 17 FIGURE 17 MODELE DE DEVELOPPEMENT DES TREG TRIPLE HIGH NOD VS B6 (ARTICLE 2) Chez les souris NOD, en comparaison aux B6, un locus du chromosome 1, probablement lié à la surexpression de CD28 à la surface des précurseurs de Treg NOD, favorise le développement quantitativement élevée de Treg de haute auto-réactivité exprimant fortement GITR, PD-1 et CD25 (triple high). Suite à leur émigration, ces cellules sont rapidement activées en périphérie et participent à la recirculation accrue des Treg vers le thymus NOD. Une fois dans le thymus, ces cellules semblent préférentiellement inhiber le développement de nouveaux triple high. Par ailleurs, l'activité de PI3Kd, en aval des signaux TCR et CD28, joue un rôle important lors du développement des Treg Triple high par des mécanismes restant à déterminer. Nos résultats attestent d'un contrôle du développement qualitatif des Treg, par des facteurs génétiques, qui instruit en aval l'intensité du processus de recirculation des Treg, et par conséquent module la boucle de rétrocontrôle négative du développement des Treg.

L

  'inhibition du développement par les Treg recirculants semble donc affecter à la fois la quantité mais aussi possiblement la spécificité antigénique des Treg. Il est également possible que les mécanismes mis en jeu affectent le développement thymique des LT en général, en ayant également un impact sur le développement, et en particulier sur la sélection négative, des Tconv. Bien que nos données ne révèlent pas d'impact quantitatif sur le développement des Tconv par les Treg recirculants(Thiault et al., 2015), une inhibition de la différenciation des Treg peut également diriger les cellules vers le lignage Tconv et ainsi altérer le répertoire TCR exprimé par ces derniers. Par exemple, les cellules destinées à la différenciation Treg ne recevant pas le signal IL-2 pourraient ne pas stabiliser le lignage Treg, potentiellement devenir des Tconv matures auto-spécifiques. Toutefois, au regard du rôle de facteur anti-apoptotique de l'IL-2, il est vraisemblable que ces cellules ne survivent pas à cette carence si elle est trop importante. De même, en modulant la co-stimulation, les Treg recirculants pourraient réduire la force des signaux de sélection négative. Il en est évidemment de même pour la compétition pour la liaison TCR. Cette pression sur la sélection thymique pourrait ainsi laisser échapper les cellules destinées au lignage Treg vers le lignage Tconv, sans parvenir à induire la sélection négative de ces cellules. Il semble donc important de mener de plus amples analyses pour déterminer si le répertoire TCR est modulé par la présence des Treg recirculants, in vitro en FTOC et in vivo avec l'âge. Par ailleurs, une modulation de la sélection négative pourrait également découler d'une action des Tconv recirculants avec une action sur le stroma, notamment sur la maturation des mTEC (Yin et al., 2017)(et cf. chapitre III-2)). De façon intéressante, chez les souris NOD âgées de 7 et 8 semaines, nous observons une forte proportion de Tconv recirculants comparés aux souris B6. Cette observation est potentiellement liée à une réactivité accrue des Tconv chez les souris NOD, due à un défaut de sélection thymique, facilitant leur activation (et l'initiation des manifestation auto-immunes) en périphérie et leur retour au thymus. Cette densité accru en Tconv recirculants dans la médulla thymique chez les souris NOD pourrait induire une évolution de la sélection négative chez ces animaux, et participer à la désorganisation de la médulla et l'involution thymique précoce précédemment décrite (Atlan-Gepner et al., 1999). Relevance physiologique de la recirculation des LT périphériques vers le thymus chez la souris La recirculation des Tconv et des Treg est un processus étudié depuis de nombreuses années, mais un certain nombre d'interrogations sont encore présentes. Sa fonction, s'il y en a une, fait notamment débat et il est difficile d'établir un consensus des différentes études. Bien que plusieurs effets, notamment celui des Treg recirculants, furent décrits, quel est le but général de ce mécanisme ? Les Treg fortement auto-réactifs prolifèrent suite à la reconnaissance de leur antigène et persistent dans les organes lymphoïdes et les tissus, enrichissant ainsi leur répertoire TCR en ces auto-spécificités. D'un autre côté, la production thymique continue de produire une certaine diversité de Treg, plus ou moins utiles, diluant ainsi le pool de Treg modelé en périphérie en fonction de « besoins » antigéniques. L'inhibition quantitative du développement par les Treg recirculants pourrait ainsi favoriser la population préétablie en périphérie en diminuant la compétition pour les facteurs de stimulation et de survie. Une autre hypothèse est que les Treg recirculants modulent la spécificité du répertoire TCR des Treg afin justement de l'élargir. En effet, si les cellules produites précocement durant le développement sont de haute affinité pour les Ag du soi et protègent contre les principales manifestations autoimmunes (Yang et al., 2015) (et cf. chapitre III-) ; l'activation de ces cellules et leur retour au thymus pourrait être un « message » signifiant que cette population est suffisamment présente en périphérie. En inhibant le développement des cellules de même spécificité, si confirmé, la niche thymique, qui semble limiter le développement des Treg, serait ainsi libérée pour le développement de Treg de spécificité différente, permettant à la population de Treg d'exercer ces fonctions vis-à-vis d'antigènes plus variés. Dans le cas plus particulier de la souris NOD, deux possibilités existent. D'une part, la recirculation accrue qui est observée pourrait être physiologique et seulement la conséquence d'une forte activation, lié à la différenciation de Treg de plus haute affinité sous ce fond génétique. D'autre part, la recirculation accrue pourrait être anormale et délétère pour l'organisme, possiblement en inhibant trop intensément ou précocement le développement des Treg ou de certaines spécificités antigéniques, déséquilibrant la balance Tconv/Treg. Bien que nous ne disposions à ce jour d'aucune preuve significative liant le processus de recirculation des Treg (et l'inhibition du développement qui en découle) au développement du diabète chez la souris NOD, ceci mérite de toutefois de plus amples investigations, en étant potentiellement lié à l'Idd5.1.L'intensité de la boucle de recirculation, qui est conditionnée par le développement des « triple high », pourrait être responsable d'une altération du développement de la tolérance au soi. Les résultats de Yang et collaborateurs démontrant un rôle crucial des Treg néonataux dans le maintien de la tolérance au soi(Yang et al., 2015), dont la population est vraisemblablement enrichie en « triple high », nous laissent penser que le développement de ces cellules est indispensable, et que leur disparition avec l'âge chez les souris NOD puisse participer à la sensibilité accrue de ces animaux aux pathologies autoimmunes. Définir les implications physio-pathologiques du processus de recirculation des Treg est clairement l'un des challenges à venir, et nécessitera le développement d'un modèle animal permettant de moduler spécifiquement le retour de ces cellules au thymus. En conclusion, les résultats obtenus durant ma thèse révèlent un développement de Treg de haute auto-réactivité (« triple high ») fortement augmentée chez les souris NOD en période néonatale comparé aux souris B6. Ce développement accru fait intervenir un mécanisme intrinsèque, lié à un gène localisé sur un locus du chromosome 1, impliquant vraisemblablement la molécule de costimulation CD28. Ce développement qualitativement distinct est responsable d'une hyperactivation périphérique des Treg chez la souris NOD, résultant en une recirculation vers le thymus plus intense et une inhibition précoce du développement Treg par cette boucle de rétrocontrôle. Mes données montrent que le processus de recirculation et la boucle de rétrocontrôle sont encodés génétiquement et définis, au moins en partie, dès le développement thymique. Il sera nécessaire dans le futur de déterminer plus précisément (1) l'étendu de l'hétérogénéité fonctionnelle des Treg thymique et les mécanismes précis contrôlant leur développement ; (2) les conséquences de la présence des Treg recirculants dans le thymus sur l'induction de la tolérance et les modes d'action impliqués ; (3) le lien entre ces deux points et les pathologies auto-immunes, que ce soit chez la souris ou chez l'humain.

Fig. 1 .

 1 Fig. 1. Schematic representation of peripheral antigen presenting cells and T cells migrating and residing mostly in the thymic medulla. The chemokine receptors and adhesion molecules implicated in the migration of pDC, DC, T cells and Treg are indicated. The nature of the antigens ("Ag") presented by pDC, DC and B cells is shown, as is their function in negative selection and Treg deviation. The increased proportion of peripheral Tconv and Treg recirculating back to the thymus with age is specified. The functions that peripheral CD8 + , CD4 + and Treg play in thymic negative selection and Treg generation are shown. The numbers refer to bibliographic references.

  

  

  

  

  

  Gallegoset M. Bevan ont démontré en 2004 l'importance d'une coopération entre les mTEC et les CPA d'origine hématopoïétique[START_REF] Gallegos | Central Tolerance to Tissue-specific Antigens Mediated by Direct and Indirect Antigen Presentation[END_REF]. Pour ce faire, les auteurs ont eu recours à un modèle d'expression de la protéine de l'ovalbumine (OVA) de façon similaire à celle d'un antigène du soi, sous le contrôle du promoteur Rip 15 , permettant une expression spécifique aux mTEC, tel un TSA. Dans ce contexte, l'expression de l'OVA par les mTEC est suffisante pour induire l'élimination des LT CD4SP et

CD8SP TCRtg spécifiques pour cette protéine (respectivement OT-II et OT-I). En revanche, dans un modèle de chimères dont le compartiment hématopoïétique est déficient pour la molécule de CMH-II, les cellules OT-II échappent à la sélection négative, démontrant une coopération entre les mTEC et les CPA hématopoïétiques. En revanche, dans ce même modèle de chimères dont le compartiment hématopoïétique est déficient pour le CMH-I, les cellules OT-I sont tout efficacement supprimées, suggérant un rôle autonome des mTEC dans l'élimination des CD8SP, bien que les DC aient également la capacité d'acquérir l'antigène de mTEC déficientes en CMH-I pour induire cette sélection négative des cellules OT-I. C. Koble et B. Kyewski ont par la suite obtenu des résultats similaires(Koble and Kyewski, 2009). Ils démontrent par ailleurs que ce transfert se produit quel que soit la localisation cellulaire de l'Ag (nucléaire, cytosolique ou membranaire), et qu'il est unidirectionnel, les mTEC ne semblant pas pouvoir acquérir d'Ag des DC. Une fois démontré pour des antigènes transgéniques, les auteurs ont également confirmé ces résultats pour des antigènes du soi exprimés de façon physiologique, à savoir P1A 16 et PLP 17 . De même, Taniguchi et collègues ont également observé l'élimination des CD4SP spécifiques pour l'antigène IRBP 18 dépendant de Aire, et cela au sein d'un répertoire polyclonal. Dans cette étude, ce processus apparait dépendant de l'acquisition, de l'apprêtement et de la présentation de l'antigène par les CPA d'origine hématopoïétique

  La composition du thymus en CPA est cependant bien plus complexe que présenté jusqu'ici. D'une part, le pool de DC thymiques est hétérogène, composé de trois types majeurs : des DC CD8a +

Chez ces souris, une augmentation quantitative substantielle du compartiment CD4SP est décrite, dans des proportions similaires à celles observées chez des chimères dont le compartiment hématopoïétique est déficient pour le CMH-II. De plus, la combinaison de ces deux déficiences présente un effet additif, révélant une contribution non redondante des deux populations cellulaires au processus de sélection négative. Récemment, afin de mesurer la contribution de DC et mTEC lors de la sélection négative à l'échelle du répertoire TCR polyclonal (et non pas à l'échelle d'une seule spécificité ou via des modèles TCRtg), d-Diversité des cellules présentatrices de l'antigène

  ). Cette expression module le transcriptome des LB et leur permet l'expression de certains TSA spécifiques aux LB, avec seulement 1 TSA commun avec les mTEC Aire + . Le nombre de TSA exprimés par ces cellules reste tout de même relativement faible, avec seulement 21 identifiés ainsi par les auteurs pour les LB contre plusieurs milliers pour les mTEC. Les auteurs démontrent également la capacité de ces cellules à induire la sélection négative des CD4SP et cela par une présentation directe par les LB et non via transfert d'antigènes à une autre population de

CPA. Ainsi, l'ensemble de ces données révèlent la contribution des LB lors du processus de sélection négative. Aux vues du peu de TSA spécifiques exprimées par les LB Aire + , leur contribution à la tolérance vis-à-vis des antigènes tissulaires semble faible. Il est toutefois possible que cette contribution des LB à la sélection négative permette de purger le répertoire TCR de LT pouvant reconnaitre des auto-antigènes issus de LB, notamment ceux nouvellement produits lors de leur activation dans un contexte inflammatoire. D'autre part, la participation des macrophages à la sélection négative reste encore incertaine. De premières preuves suggèrent que les macrophages ont simplement une fonction d'élimination des corps apoptotiques dans le thymus, et sont incapables d'induire la sélection négative des LT, bien que l'induction d'anergie soit suggérée

  cible. A l'inverse, l'anergie est un état d'hypo-réactivité à long terme caractérisé par une répression de la signalisation TCR et de la production d'IL-2. Cet état est induit lors de la reconnaissance d'un antigène en absence de signal de costimulation via CD28, ou par des signaux co-inhibiteurs via PD-1 ou CTLA-4, ou encore par la signalisation dépendante de l'IL-10. Dans l'ensemble, ces signaux sont fournis par des APC dites tolérogènes qui sont dans un état de maturation incomplète, du fait d'un manque de signaux via leurs TLR et leurs récepteurs aux cytokines.

Toutefois, de multiples preuves démontrent l'existence d'une tolérance majeure ne pouvant pas dépendre de l'élimination ou de l'inactivation des LT auto-spécifiques (tolérance « récessive »), mais bel et bien dépendante de l'existence d'une population de LT originaire du thymus et capable d'une action suppressive sur les LT auto-réactifs. Cette tolérance définie comme « dominante » du fait de son caractère transférable a été progressivement caractérisée. De premières preuves d'une telle population se retrouve dans des travaux datant des années 1960-1970, bien que les modèles soient parfois discutables, ou que les auteurs n'aient pas totalement conscience du type d'immunité mis en jeu. Au cours des années 60, plusieurs groupes se sont intéressés aux effets de la thymectomie sur les réponses immunitaires, et notamment lors de greffes et de leurs rejets. En 1962, J. Miller démontre qu'une thymectomie 3 jours après la naissance (j3) chez la souris résulte en une pathologie autoimmune généralisée (« wasting disease »)

  La période des années 2000 fut donc cruciale pour la caractérisation du lignage Treg avec la découverte de deux molécules essentielles au lignage Treg et permettant aujourd'hui de décrire cette population, à savoir CD25, molécule effectrice encore aujourd'hui utilisé pour identifier et isoler les Treg ; et Foxp3, le facteur de transcription clé du lignage. Ces découvertes ont ouvert la voie pour des analyses plus poussées du développement et des fonctions des Treg, ayant permis de déterminer les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués.
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  Foxp3 low ou pour les Treg matures. Ceci est cohérant avec les

	résultats de l'étude du groupe de M. Farrar qui démontre également un rôle majeur de NF-kB,
	essentiellement pour les pré-Treg Foxp3 low (Owen et al., 2019a).
	Le « two-step model » prôné par C. Hsieh semble donc toujours d'actualité, bien que gagnant en
	diversité. Nous verrons dans la section suivante les preuves rattachant le développement Treg aux
	signaux TCR et cytokiniques, en lien avec ce modèle. Nous pourrons ainsi discuter ultérieurement de
	la place de ce modèle dans le développement des Treg.
	3) Sélection thymique des Treg : les signaux impliqués
	a-Signal TCR
	Les caractéristiques des Treg lors de leur découverte ont amené beaucoup de questions quant à leur
	développement thymique, de façon parallèle de celui des Tconv CD4 + . Cependant, leurs propriétés
	suppressives et protectrices des pathologies auto-immunes ciblant les organes suggèrent une
	activation de ces cellules vis-à-vis d'antigènes du soi. Ainsi, en théorie, les Treg devraient posséder des
	TCR spécifiques de ces antigènes du soi. De premières preuves de cela s'observent notamment dans
	les travaux de Lafaille et collaborateurs dont le modèle de souris TCRtg confère une auto-réactivité aux
	Tconv, dirigée contre la protéine basique de myéline endogène (MBP). Dans ce modèle, la présence de
	LT exprimant uniquement le TCRtg (sous fond génétique RAG -/-) conduit au déclenchement d'une
	encéphalite auto-immune (EAE) révélant une absence de tolérance pour cet antigène. Toutefois, sur
	fond RAG +/+, la présence de LT ayant réarrangé leurs TCR endogènes protègent contre la pathologie.

  LTbR 39 ), dont les ligands sont exprimés par les Tconv et Treg, sont impliqués indirectement dans la sélection thymique via leur fonction au cours de la maturation des différents types de CPA

	CD40,
	. Bien que la
	majorité des membres de la famille de TNFRSF signalent via TRAF et notamment NF-kB, leurs rôles
	semblent différents ou seulement partiellement redondants. D'autres tels que 4-1BB, DR3, TNFR2,
	GITR ou CD30 sont exprimés par les Treg thymiques mais semblent à ce jour plutôt impliqués dans
	l'homéostasie périphérique de ces cellules (Lubrano di ricco et al., 2020). D'autres encore (RANK 38 ,
	36 Phosphoinositide 3-kinase
	37 Mammalian / mechanistic target of rapamycin
	38 Receptor activator of NF-kB

  ).

	chaine g (« g-chain cytokine receptors »), comprenant ceux à I'IL-2 et à 15, mais également aux
	interleukines 4, 7, 9 et 21. Ces données ont ainsi permis d'identifier une certaine redondance entre les
	cytokines de cette famille, principalement de l'IL-2 et de l'IL-15, et potentiellement de l'IL-7, qui seront
	confirmés expérimentalement
	Ces résultats ont permis d'apporter un éclairage sur les différences observées quant au rôle de l'IL-2
	entre les études. En effet, CD25 (IL-2Ra) est la chaine qui confère une haute affinité au récepteur à
	l'IL-2, mais son absence n'empêche pas une signalisation par le récepteur d'affinité intermédiaire
	composé des chaines b et g. En revanche, l'IL-2Rb est partagée par les récepteurs à l'IL-2 et à l'IL-15,
	alors que l'IL-2Rg est partagée par une famille de récepteurs aux cytokines nommés les récepteurs à

  Treg thymique de souris adultes est donc particulièrement hétérogène, composée à la fois de cellules en développement, et de Treg matures recirculants depuis la périphérie. Ces cellules exercent une pression développementale sur leurs précurseurs, et semblent ainsi en mesure de contrôler la taille de la niche développementale thymique. A ce jour, les Treg recirculants sont connus pour influencer quantitativement le développement des Treg par une compétition pour un facteur majeur, l'IL-2. Des questions restent toutefois en suspens vis-à-vis de la fonction des Treg recirculants, -Génétique des lignées consanguines et développement Treg Parmi les études citées dans ce mémoire, nombreuses d'entre elles ont été réalisées chez des souris issues d'un élevages consanguin C57Bl/6 (B6), un fond génétique de base des études murines. D'autres ont été réalisées sur des animaux de fonds génétiques moins fréquemment utilisés tels que les fonds BALB/c, DBA/2 ou NOD. Ces différentes souches consanguines apparaissent extrêmement diverses d'un point de vue génétique, comportant des millions de polymorphismes nucléotidiques (SNP), et modifications du génomes (insertions/délétions (indels) , variants structurels...)[START_REF] Keane | Mouse genomic variation and its effect on phenotypes and gene regulation[END_REF]. A titre d'exemple, comparé au génome de référence C57Bl/6, le génome de BALB/c contient près de 4 millions de SNP et 850 000 indels, des nombres relativement similaires entre les différentes souches.Il est par ailleurs décrit que les séquences les plus diverses entre les génomes sont enrichis en gènes

notamment sur une possible influence qualitative sur le développement des Treg. Il est en effet envisageable que les Treg recirculants entrent également en compétition pour les antigènes présentés par les CPA thymiques, modulant ainsi la sélection négative et la sélection des Treg. Un effet qualitatif sur le développement par compétition pour les molécules de costimulation ou diverses cytokines n'est également pas à exclure. Finalement, le devenir des cellules en développement n'ayant pas accès à ces signaux, reste à définir. Notamment, les cellules auto-spécifiques destinées initialement au lignage Treg ne recevant pas le signal IL-2 basculent-elles vers un lignage Tconv, ce qui serait potentiellement dangereux, ou sont-elles éliminées par apoptose du fait de l'absence de ce signal de survie ? Au-delà de l'aspect fonctionnel, quel est la pression d'évolution qui a permis l'émergence du processus de recirculation ? Quel est, s'il y en a un, l'intérêt pour notre organisme d'inhiber le développement de nouveaux Treg ainsi que de potentielles autres conséquences de la recirculation ? Autant de questions qui nécessiteront de plus amples investigations afin de dénouer les mystères de ce processus et sa relevance physiologique.

Finalement, outre son impact fonctionnel, il semble désormais crucial de prendre en compte cette population dans toute analyse concernant le développement des Treg, celle-ci pouvant être un important facteur confondant que ce soit d'un point de vue quantitatif mais également phénotypique.

Ainsi, certaines conclusions concernant le développement Treg sont à interpréter avec précaution à la lumière de ces résultats. L'étude de cette population de Treg recirculants est donc nécessaire afin de définir plus précisément sa fonction biologique, ainsi que les mécanismes qui contrôlent sa présence et ses fonctions dans le thymus.

3) Influence de la génétique aimpliqués dans le système immunitaire, expliquant les différences de susceptibilités aux infections et aux immuno-pathologies entre les souches

[START_REF] Lilue | Sixteen diverse laboratory mouse reference genomes define strain-specific haplotypes and novel functional loci[END_REF]

. De telles variations génétiques entre les lignées murines affectent sans nul doute le développement thymique, et pourraient être mises en parallèles aux variations dans la quantité ou la qualité des Treg observées chez l'humain

[START_REF] Ferraro | Interindividual variation in human T regulatory cells[END_REF][START_REF] Wing | Human FOXP3 + Regulatory T Cell Heterogeneity and Function in Autoimmunity and Cancer[END_REF]

.

Étrangement, peu d'équipes ont comparé le développement Treg entre différentes souches et analysé la contribution génétique et mécanistique aux différences observées. En 2005, notre équipe décrit un contrôle génétique de la proportion de Treg dans le thymus de différentes souches de souris

(Romagnoli et al., 2005)

. Une proportion variable de Treg (identifiés sur la base de CD25 ou de Foxp3 selon l'analyse) est observée entre diverses souches, avec notamment les souris B6 qui présentent relativement peu de Treg dans le thymus par rapport à d'autres lignées telles que les souris SJL, DBA/1 et 2 et BALB/c. Cette étude révèle par des expériences de chimères hématopoïétiques mixtes que le phénotype est contrôlé par des mécanismes indépendants du CMH mais plutôt intrinsèques aux LT.

Ces résultats seront confirmés et étendus à d'autres souches, identifiant également un locus situé à proximité du CMH étant impliqué dans ces différences, tout en excluant à nouveau un rôle du CMH lui-même

(Tellier et al., 2006)

. L'équipe de D. Mathis et C. Benoist décrira également des différences quantitatives quant à la proportion de Treg thymiques entre de nombreuses souches murines

(Feuerer et al., 2007) 

(figure

  . Ainsi, étant un modèle de pathologies auto-immunes, ce fond génétique à particulièrement attiré l'attention des chercheurs afin d'en comprendre les spécificités, ce qui a permis d'identifier plus de 40 loci de susceptibilité (Idd 51 ). Un grand nombre de ces Idd impliquent des gènes liés à l'immunité par lesLT, et 

à titre d'exemple, l'Idd majeur, indispensable (mais pas suffisant) à l'induction de la pathologie, est l'Idd1 qui code pour la molécule de CMH-II de la souris NOD : I-A g7 . A la lumière de l'importance des Treg dans la protection contre les pathologies auto-immunes, de nombreuses études ont ainsi analysé les fonctions, l'homéostasie et le développement des Treg chez ces souris, souvent en comparaison aux souris contrôles « non obèses normales » (NON) ou aux B6, et en ont cherché les raisons génétiques et mécanistiques. Les Treg influencent vraisemblablement le T1D, comme le suggèrent les infiltrats du pancréas chez les patients IPEX et souris Scurfy qui ne développent pas de Treg (cf. chapitre II-1). Par ailleurs, la déficience en Treg entraine une accélération du T1D, qui peut être prévenue par le transfert adoptif de Treg

  (Stadinski et al., 2016a). Ce défaut à toutefois été contredit par l'équipe de D. Mathis et C. Benoist, basé sur des observations chez un modèle TCRtg. Cependant, un certain nombre de leurs conclusions s'appliquent uniquement à ce modèle, et révèlent des résultats divergents dans un répertoire polyclonal[START_REF] Mingueneau | Thymic negative selection is functional in NOD mice[END_REF]. Cette étude identifie tout de même une altération de la voie de signalisation via ERK qui affecte la sélection positive chez les souris NOD TCRtg. Ce défaut pourrait également participer à une modulation des sélections positive et négative des Tconv et des Treg, une description confirmée et étendu par la suite[START_REF] Mingueneau | Single-cell mass cytometry of TCR signaling: Amplification of small initial differences results in low ERK activation in NOD mice[END_REF]. Ainsi, bien que certains rapport contredisent un sélection négative moins efficaces chez la NOD, de nombreuses études attestent d'un réel défaut de tolérance centrale, notamment avec l'émergence de cellules diabétogènes durant le première semaine de vie, comme évoquée précédemment(He et al., 2013).

Concernant le développement Treg à proprement parler, Feuerer et collègues observent une proportion de Treg bien plus élevée dans les cultures de thymus foetaux (FTOC) de souris NOD que de souris B6

(Feuerer et al., 2007)

. Par un repeuplement croisé de lobes thymiques NOD et B6 avec des précurseurs DN NOD ou B6, les auteurs établissent que ce développement accru est contrôlé par des mécanismes intrinsèques aux LT. Une analyse génétique approfondie révèle une implication de deux loci dans l'émergence de ce phénotype. Un premier locus est situé sur le chromosome 1, vraisemblablement hors de l'Idd5, et un second locus est identifié sur le chromosome 11. En revanche, les auteurs excluent un rôle de l'Idd3 et ainsi du gène Il2 dans cette différence, un cytokine qui semble plutôt impacter l'homéostasie périphérique des Treg chez les souris NOD

+

  CD8 + CD25 -) thymiques chez les souris NOD(Ferreira et al., 2009). Une même observation est faite avec le segment Va12 exprimé par les Treg, mais le répertoire Tconv apparait cette fois bien plus divers. L'analyse d'un segment Vb révèle peu de différences entre les répertoires NOD et B6 (figure15). Dans une seconde étude, en se focalisant sur le segment Va9, les auteurs suggèrent que, suite à la sélection, les Treg NOD prolifèrent plus intensément, ce qui pourrait restreindre le répertoire[START_REF] Ferreira | Reduced Regulatory T Cell Diversity in NOD Mice Is Linked to Early Events in the Thymus[END_REF]. Les auteurs lient par ailleurs le défaut de diversité à un locus localisé sur le chromosome 4, et plus précisément à l'idd9. Cet idd serait responsable d'un défaut d'activation de la voie ERK révélé par les auteurs comme observés auparavant par le groupe de D. Mathis et C. Benoist. De façon intéressante, cet idd9 contient le gène codant pour la kinase lck, un composant de la voie de signalisation par le TCR (cf. figure 10), et potentiellement lié à l'activation de ERK. L'hypothèse proposé par le groupe de D. Mathis et C. Benoist est que, ERK étant nécessaire à la sélection positive, un défaut Une autre étude révèle même que le défaut de régulation des Tconv provient préférentiellement d'une résistance des Tconv NOD à l'inhibition par les Treg (D'Alise et al., 2008). La balance entre Tconv diabétogènes et Treg protecteurs semble être une clé de la protection contre la pathologie. Dans ce sens, une dérégulation de cette balance, avec des études menées Les lymphocytes T régulateurs assurent un rôle crucial dans la protection de notre organisme des manifestations auto-immunes. De ce fait, outre le processus de sélection négative des Tconv, le développement thymique des Treg est une étape fondamentale pour la tolérance au soi. Que ce soit d'un point de vue quantitatif, avec le développement d'une population de Treg suffisamment importante pour contrôler les réponses périphériques, ou d'un point de vue qualitatif avec la mise en place d'un répertoire TCR approprié, ce développement doit être finement régulé. Cette régulation met en jeu divers signaux qui façonnent la population de Treg, notamment ceux en aval du TCR, dont la spécificité et la force du signal transmis conditionnent le devenir des précurseurs auto-spécifiques.Celui-ci est accompagné par des signaux de costimulation essentiels, via CD28 ou des TNFRSF, ainsi que par un signal cytokinique crucial.

	essentiellement en périphérie, peut promouvoir ou au contraire inhiber le déclenchement du T1D. Par
	exemple, une modulation de la costimulation chez des souris NOD déficientes pour CD28 ou CD80, ou
	traitées avec une anticorps anti-CD28 ou CD80, développent plus rapidement le T1D que les souris
	NOD WT (Lenschow et al., 1996; Salomon et al., 2000). De façon intéressante, la déficience en CD86,
	le second ligand de CD28 produit un effet inverse, à savoir une protection contre le développement du
	T1D (Bour-jordan et al., 2004; Salomon et al., 2001), malgré l'émergence d'un polyneuropathie auto-

. Dans cette étude, une région du chromosome 17 est lié au phénotype, chevauchant l'Idd16 présent sur ce chromosome. En effet, les souris NOD congéniques possédant une portion de cet Idd16 originaire de la B6 (NOD.B6 (R115)) présentent une proportion de Treg thymiques inférieure aux NOD WT et similaire à celle des B6. Toutefois, bien que les souris issues de l'accouplement NODxR115 présentent une quantité de Treg faible, révélant une dominance B6, ces souris ne sont pas pour autant protégées du diabète, démontrant que la susceptibilité au T1D n'est pas lié au mécanisme responsable de la proportion élevée en Treg thymiques chez les souris NOD ; des mécanismes de contrôle génétique distincts étant probablement mis en jeu. Outre l'aspect quantitatif (figure 15), une considération importante concernant la fonction des Treg, et en lien avec le défaut de sélection négative, est la spécificité antigénique de ces cellules chez les souris NOD. Cette idée a été abordée par l'équipe de J. Dyson par séquençage du TCR de souris NOD et B6. Les auteurs démontrent ainsi une restriction, indépendante du CMH, de la diversité des chaines TCRa utilisant le segment Va9 et exprimées par les Treg (définis comme CD4 + CD8 + CD25 + ) et des Tconv (CD4 d'activation de cette voie induirait un décalage de la fenêtre de signal nécessaire au passage de cette étape, résultant en une affinité globale des CD4SP plus élevée chez les souris NOD. Cette déficience affecterait le lignage Treg en réduisant le panel de complexes CMH/peptides du soi capables d'induire un signal suffisamment fort nécessaire au lignage Treg. Ainsi le décalage de ces deux fenêtres de sélection produirait un répertoire Treg moins divers et un échappement de certaines cellules autospécifiques à l'induction de la différenciation Treg. Cette observation est consistante avec la nécessité d'une quantité de peptide plus élevée pour induire le développement Treg chez des souris NOD dans un modèle TCRtg comparé aux B6 portant le même TCR

(Feuerer et al., 2007)

.

Un autre aspect important de cette sélection négative et de la sélection des Treg chez les souris NOD est le lien possible avec le diabète. Celui-ci n'est pas encore totalement élucidé, et les études chez la souris NOD manquent parfois de contrôle chez des souris saines B6 ou NON/R. Toutefois, nous pouvons noter qu'un nombre très limité de Treg spécifiques de l'insuline est retrouvé dans le thymus en comparaison au nombre de Tconv de cette même spécificité

[START_REF] Krishnamurthy | BIM deficiency protects NOD mice from diabetes by diverting thymocytes to regulatory T cells[END_REF]

. Cette quantité est toutefois nettement plus élevée dans des souris NOD Bim -/-ayant un défaut de sélection négative. Cette étude décrit ainsi qu'un grand nombre de cellules spécifiques de l'insuline sont éliminées par sélection négative, et que le blocage de l'apoptose dirige la majorité d'entre elles vers le lignage Treg. Ainsi, en modifiant la balance Tconv/Treg au sein de ce modèle, les auteurs observent une meilleure protection vis-à-vis du T1D. Ceci suggère que la sélection des Treg spécifiques de l'insuline est un facteur limitant à la protection contre la pathologie. Toutefois, une autre étude révèle qu'un nombre important de Treg spécifiques de l'insuline est retrouvé chez les souris NOD et qu'ils sont totalement fonctionnels, bien que nécessitant une dose importante de ligands CMH/peptides pour être activés, possiblement atteinte uniquement après le début de la destruction des ilots

[START_REF] Spence | Revealing the specificity of regulatory T cells in murine autoimmune diabetes[END_REF]

. Ainsi, il n'est pas clair qu'un défaut affectant ces Treg soit un élément clé du T1D. immune chez ces animaux. L'origine exacte de ces effets différents n'est à ce jour par clairement définie, mais pourrait provenir d'un environnement costimulatoire distinct selon le type d'APC mis en jeu ou le site anatomique. Concernant le développement thymique, une implication différente de ces deux ligands reste à définir. Par ailleurs, cet effet de balance est également lié à l'IL-2 comme précédemment évoqué. Ainsi, un traitement avec de faibles doses d'IL-2 reverse l'apparition de la pathologie en stimulant spécifiquement la prolifération et la fonction des Treg (Grinberg-Bleyer et al., 2010; Tang et al., 2008). Bien que les variations qui affecteraient la sélection thymique des Tconv et Treg chez la souris NOD soient toujours débattues, et qu'un lien direct avec l'émergence de la pathologie semble flou, ces observations font tout de même de la souris NOD un modèle extrêmement intéressant pour l'étude des mécanismes contrôlant précisément la sélection Treg. Élucider les processus cruciaux à cette sélection, pouvant potentiellement être altérés et ainsi nocifs, est un enjeu majeur de l'étude fondamentale des Treg. L'ensemble de ces résultats est toutefois à analyser avec précaution à la lumière du processus de recirculation décrit précédemment. Bien que les analyses en période néonatale ou en FTOC ne soient pas à remettre en cause, les Treg recirculants n'étant pas encore retrouvés dans ces thymï, les analyses de souris adultes souffrent d'un possible effet confondant des Treg recirculants. Entre autres, la plus forte réactivité des TCR Tconv et Treg pourrait favoriser une recirculation de ces cellules et contaminer les analyses quantitatives et qualitatives de ces populations. En fonction du fond génétique, des différences potentielles de la recirculation des Treg pourraient par ailleurs influencer différemment la sélection thymique. Ainsi, le contrôle génétique de la sélection thymique nécessite un examen nouveau en prenant en compte cette hétérogénéité des populations thymiques.

Objectifs : Le développement thymique des Treg n'est toutefois pas identique entre les individus, ni linéaire dans le temps, mais il évolue en fonction de divers paramètres. Il est notamment fortement influencé par les variations génétiques, comme illustré par des différences entre les lignées murines NOD et B6. Par ailleurs, nous avons démontré l'existence d'une boucle de rétrocontrôle négatif du développement

Table S I. Differential expression of Treg-activation-signature-genes in NOD vs. B6 recirculating Treg

 S 

	Gene symbol	FC NOD/B6 (log2)	adjusted p-Value	NOD R1	NOD R2	NOD R3	B6 R1	B6 R2	B6 R3
	Apol7b	4	7.78E-33	141	237	206	9	5	24
	Slfn8	2.8	1.79E-28	1287	1006	917	171	186	102
	Gzmb	1.38	1.33E-6	3874	4161	2404	1255	1259	1495
	Emp1	1.38	5.41E-3	1201	3112	2182	757	1005	731
	Vcl	1.13	5.27E-9	774	1007	842	366	443	385
	Prelid2	1.09	2.41E-5	269	208	278	103	143	110
	Ldhb	-1.02	9.19E-8	338	348	339	633	635	815
	Ube2t	-1.08	1.55E-4	61	102	76	153	143	209
	Ahcy	-1.13	6.59E-6	398	334	398	690	669	1115
	Ctla2a	-1.13	6.6E-4	150	215	93	287	390	322
	Apaf1	-1.15	3.11E-14	2015	1594	1780	3830	3902	4235
	Parp3	-1.18	4.01E-15	359	340	345	859	706	807
	Pak1	-1.18	8.81E-9	204	284	238	420	578	651
	Prkca	-1.21	3.55E-20	706	552	665	1447	1613	1406
	Nfkbid	-1.76	2.89E-11	454	511	470	1756	1795	1315
	Plac8	-1.89	6.6E-3	133	136	122	265	609	573
	Differentially expressed genes (adjusted pValue < 0.05, log2(fold change) ≥ 1, and mean
	number of counts in at least one condition ≥ 100) in the corresponding signature (see materials
	and methods) are shown. The values for each replicate correspond to normalized counts. FC,
	fold-change							

Table S II. Gene set enrichment analysis of genes differentially expressed between NOD vs. B6 recirculating Treg The

 S 

	Gene set name	pathway size	enriched genes in NOD/B6	NOD/B6 score normalised enrichment	normalised p-Val	FDR
	GO: Regulation of interleukin 17 production	12	6	1.63	< 0.001	0.18
	GO: T helper 1 type immune response	14	5	1.49	0.10	0.27
	GO: Regulation of NLRP3 inflammasome complex assembly	5	2	1.43	0.10	0.28
	GO: Alpha beta T cell activation	43	20	1.30	< 0.001	0.35
	Th1 signature, Araujo et.al.	59	15	1.19	0.19	0.47
	GO: Positive regulation of NFk-B transcription factor activity	98	30	1.13	0.20	0.53
	GO: Lymphocyte activation	249	55	1.11	0.29	0.51
	GO: Purine nucleoside catabolic process	11	3	0.98	0.40	0.66
	GO: Lymphocyte activation involved in immune response	65	13	0.94	0.59	0.70
	GO: Regulation of T cell tolerance induction	7	1	0.92	0.60	0.67
	Th17 signature, Araujo et.al.	38	6	0.83	0.59	0.76
	Treg activation signature, Joller et.al.	668	267	0.65	0.80	0.95
	Treg perinatal signature, Yang et.al.	190	32	-0.76	0.70	0.78
	GO: Notch signaling pathway	63	13	-0.99	0.40	0.46
	GO: Lymphocyte chemotaxis	12	3	-1.08	0.30	0.41
	GO: Regulation of T helper 2 cell differentiation	7	3	-1.16	0.20	0.33
	Recirculating Treg signature, Thiault et.al.	46	17	-1.20	0.40	0.28
	GO: Regulation of cell adhesion mediated by integrin	28	10	-1.21	0.20	0.32
	Th2 signature, Araujo et.al.	68	15	-1.25	0.21	0.32
	GO: mTOR signaling	15	4	-1.41	0.10	0.21
	Treg canonical signature, Joller et.al.	267	72	-1.63	< 0.001	0.29
	GO: Negative regulation of NFk-B transcription factor activity	49	12	-1.53	< 0.001	0.37

gene-sets involved in T cell-development, activation, or differentiation, lymphocyte-homing, or Treg-effector functions are shown. The gene sets were hand-picked from gene ontology terms (biological process) or from published signatures (see materials and methods).

Table S III. Gene ontology analysis of genes differentially expressed between NOD vs. B6 recirculating Treg

 S Partie 2 : Régulation génétique, moléculaire et cellulaire du développement qualitatif et de la recirculation des Treg Jérémy C. Santamaria, Sylvia Vuillier, Ariel Galindo-Albarrán, Sarah Castan, Julie Perrrault, Joost P.M. van Meerwijk and Paola Romagnoli Notre première étude révèle une influence de la génétique sur le processus de recirculation. Son effet s'observe notamment en périphérie, où le niveau d'activation des Treg diffère selon le fond génétique des souris. Nous démontrons que ces différents niveaux d'activation régulent l'intensité du processus de recirculation, notamment entre des souris NOD et B6. Toutefois, les acteurs de ces différences, et plus particulièrement de l'hyperactivation des Treg chez les souris NOD, reste à définir. Cette hyperactivation étant détectable très précocement, nous avons émis l'hypothèse, que nous abordons ici, qu'une différence affectant le développement néonatal des Treg pourrait être à l'origine de ce processus.

	Enriched in B6 Treg		
	Gene ontology: Biological process	p-Val	enrichment
	antigen processing and presentation of endogenous peptide antigen via		
	MHC class I via ER pathway, TAP-independent	4.34E-06	19.64
	Enriched in NOD Treg Gene ontology: Biological process antigen processing and presentation of endogenous peptide antigen via MHC class Ib	p-Val 5.56E-06	Enrichment 18.75
	antigen processing and presentation of endogenous peptide antigen via		
	adhesion of symbiont to host MHC class I via ER pathway	1.27E-04 5.56E-06	29.28 18.75
	biological adhesion antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class Ib	6.31E-04 7.03E-06	2.62 17.93
	antigen processing and presentation of endogenous peptide antigen via positive regulation of MAPK cascade	1.26E-05	3.24
	MHC class I via ER pathway, TAP-independent antigen processing and presentation via MHC class Ib	7.24E-04 1.62E-05	16.73 15.28
	antigen processing and presentation of endogenous peptide antigen via antigen processing and presentation of endogenous peptide antigen	1.62E-05	15.28
	MHC class Ib antigen processing and presentation of endogenous peptide antigen via	8.34E-04	15.97
	antigen processing and presentation of endogenous peptide antigen via MHC class I	1.62E-05	15.28
	MHC class I via ER pathway regulation of MAPK cascade	8.34E-04 1.88E-05	15.97 2.74
	antigen processing and presentation of endogenous antigen	2.78E-05	13.75
	antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class Ib regulation of platelet activation	9.53E-04 3.28E-05	15.28 13.31
	antigen processing and presentation of peptide antigen	3.38E-05	9.71
	antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class I	6.03E-05	11.78
	regulation of adaptive immune response	7.75E-05	4.53
	positive regulation of T cell mediated immunity	7.80E-05	8.39
	positive regulation of T cell mediated cytotoxicity	7.94E-05	11.15
	regulation of multicellular organismal process	1.13E-04	1.62
	regulation of leukocyte differentiation	1.44E-04	3.59
	negative regulation of leukocyte differentiation	1.46E-04	6.14
	regulation of T cell mediated cytotoxicity	1.47E-04	9.82
	positive regulation of adaptive immune response	1.68E-04	5.16
	regulation of adaptive immune response based on somatic recombination		
	of immune receptors built from immunoglobulin superfamily domains	1.96E-04	4.47
	detection of other organism	1.98E-04	24.75
	detection of bacterium	1.98E-04	24.75
	regulation of immune effector process	2.14E-04	3.06
	regulation of hemopoiesis	2.58E-04	3.01
	regulation of response to stimulus	2.70E-04	1.51
	regulation of cytokine biosynthetic process	2.91E-04	5.5
	tolerance induction	3.56E-04	20.62
	regulation of leukocyte mediated immunity	3.63E-04	3.75
	positive regulation of response to stimulus	3.68E-04	1.72
	antimicrobial humoral response	4.08E-04	7.93
	regulation of T cell mediated immunity	4.21E-04	6.19
	antigen processing and presentation	4.21E-04	6.19
	regulation of response to external stimulus	4.30E-04	2.32
	regulation of cell killing	4.31E-04	5.16
	DNA demethylation	4.59E-04	19.04
	negative regulation of hemopoiesis	4.72E-04	4.43
	positive regulation of cell killing	4.81E-04	6.04
	regulation of MAP kinase activity	5.50E-04	3.3
	negative regulation of response to stimulus	5.76E-04	1.84
	regulation of cytokine production	6.74E-04	2.36
	positive regulation of adaptive immune response based on somatic		
	recombination of immune receptors built from immunoglobulin superfamily		
	domains	6.85E-04	4.77
	DNA dealkylation	7.18E-04	16.5
	branching involved in salivary gland morphogenesis	7.18E-04	16.5
	negative regulation of multicellular organismal process	7.55E-04	1.91
	immune response	8.08E-04	2.11
	regulation of leukocyte mediated cytotoxicity	8.87E-04	5.38
	antimicrobial humoral immune response mediated by antimicrobial peptide	9.12E-04	9.17

Shown are all statistically significant (p < 0.05) Gene Ontology terms (biological process) from differentially expressed genes of the corresponding strain

  Régulation de la recirculation vers le thymusLa différence d'intensité de la recirculation observée entre les souches, notamment NOD et B6, nous a poussé à investiguer la capacité intrinsèque des Treg à recirculer chez ces animaux. Nos analyses phénotypiques et transcriptomiques des Treg recirculants ne révèlent aucun mécanisme évident pouvant expliquer cette différence, notamment l'expression des intégrines et des récepteurs aux chimiokines, qui semblent similaires. En revanche, la proportion plus élevée de cellules activées au sein de la population des Treg NOD facilite leur retour vers le thymus, ce qui n'est pas le cas en cas d'activation équivalente. Ces données suggèrent fortement que les Treg NOD et B6 possèdent une capacité intrinsèque à recirculer similaire, et que l'intensité de la recirculation est dictée par l'activation en périphérie.Outre le mécanisme régulant l'activation des Treg en périphérie chez la souris NOD, un processus extrinsèque aux Treg et contrôlant cette recirculation n'est pas à exclure. Le thymus des souris NOD pourrait favoriser la recirculation en étant plus perméable, en produisant par exemple une plus grande quantité de chimiokines attractantes. Les mécanismes effecteurs permettant le retour et l'entrée des[START_REF] Lucas | Mobilized Hematopoietic Stem Cell Yield Depends on Species-Specific Circadian Timing[END_REF][START_REF] Mendez-Ferrer | Haematopoietic stem cell release is regulated by circadian oscillations[END_REF]. L'hypothèse d'une variation circadienne de l'entrée des Treg recirculants dans le thymus semble donc un processus à explorer.Au cours d'une première étude, nous avons démontré que le niveau d'activation des Treg en périphérie est un élément central modulant la recirculation vers le thymus. Il est possible que cette hyperactivation, que nous avons trouvée chez les souris NOD, soit liée à une prolifération induite par la lymphopénie précédemment décrite chez ces animaux(King et al., 2004). Toutefois, nous n'observons pas cette lymphopénie au sein de notre élevage de souris NOD (données non montrées).En cherchant à comprendre l'origine de l'hyperactivation, nous avons découvert un développement des Treg qualitativement distinct entre les différentes souches de souris. Sur la base de la description des populations « triple high », « intermédiaire » et « triple low » par le groupe d'E. Palmer(Wyss et al., 2016), nous avons évalué le développement thymique des Treg en période néonatale. Nous avons Des variations du développement des « triple high » sont également observées dans le thymus des autres souches étudiées, la NOD étant tout de même à l'extrême le plus élevé. Dans l'ensemble, la proportion de Treg « triple high » qui se développent en période néonatale corrèle avec l'activation périphérique et la proportion de Treg recirculants à l'âge adulte. Bien que ces observations soient cohérentes, une preuve directe de ce lien semble nécessaire, possiblement obtenue par un transfert adoptif de Treg « triple high », « intermédiaires » et « triple low » afin de définir si les « triple high » recirculent plus facilement et plus intensément vers le thymus des souris receveuses. Ainsi, des facteurs génétiques contrôlent le développement des Treg de façon non seulement quantitative mais également qualitative. La différenciation élevée de cellules de haute affinité chez les souris NOD durant la période néonatale apparait paradoxale avec le constat que ces souris développent une pathologie auto-immune. Toutefois, ceci est cohérent avec l'étude de groupe de D. Mathis et C. Benoist démontrant une protection contre les pathologies auto-immunes, chez la souris NOD, par les Treg qui se développent durant la première semaine de vie (Yang et al., 2015). Cette période néonatale correspond-elle à une fenêtre d'opportunité pour le développement des Treg de haute affinité, ou est-elle le reflet d'un défaut profond de sélection négative chez la souris NOD durant la période néonatale ? Cette deuxième hypothèse mérite une attention particulière et serait en adéquation avec l'observation du développement des Tconv diabétogènes durant cette même période de temps (He et al., 2013) et l'élimination plus limitée des Tconv Vb3 + à une semaine. Il serait notamment intéressant d'analyser l'élimination clonale durant cette période avec une plus grande précision, avec d'une part la mesure de molécules pro et anti-apoptotiques ; et d'autre part la quantification de la perte cellulaire, possiblement via un système de tétramères CMH-peptides sous fond WT et TCRtg pour l'insuline.Le développement des Tconv diabétogènes et des Treg protecteurs chez la souris NOD est corrélé à la présence et aux fonctions des DC Sirpa + ou aux capacités de présentations de mTEC respectivement, des transcrits régulateurs (de type miRNA 52 ou lncRNA 53 ) pourraient en être responsable. Une portion de cette région à particulièrement attiré notre attention, puisque l'Idd5.1, un loci majeur de susceptibilité au T1D[START_REF] Lamhamedi-Cherradi | Further Mapping of the Idd5.1 Locus for Autoimmune Diabetes in NOD Mice[END_REF] est localisé à environ 61Mb sur ce chromosome et contient notamment les gènes Ctla4 et Icos, des molécules de costimulation/inhibition essentielles aux fonctions des Treg. Cd28 est localisé juste en bordure de ce locus, et bien que selon certains articles ce gène soit situé hors de l'Idd5[START_REF] Wicker | Fine Mapping, Gene Content, Comparative Sequencing, and Expression Analyses Support Ctla4 and Nramp1 as Candidates for Idd5.1 and Idd5.2 in the Nonobese Diabetic Mouse 1[END_REF], des séquences régulatrices de ce gène se trouveraient potentiellement au sein de l'Idd5.1. Notre analyse par cytométrie en flux révèle une expression près de 25% plus élevé de CD28 à la surface des CD4SP, des pré-Treg et des Treg NOD comparés aux B6, et cela quelques soit l'âge. Nous avons fait une observation similaire dans nos données de RNAseq sur les Treg thymiques en développement, avec une expression des ARNm de Cd28 15% plus élevée à 8 semaines). Afin d'étudier le rôle potentiel de CD28 dans le développement des « triple high », nous avons interféré avec cette voie de signalisation dans un modèle de FTOC NOD. Ceci nous a permis d'observer une diminution dose dépendante de la sélection des Treg, et des Treg « triple high ». Une lecture approfondie de ces données révèle qu'a la Par ailleurs, nous avons observé l'apparition d'une mutation au sein de notre colonie de souris NOD affectant le gène Pik3cd. Chez les animaux mutants et dans un modèle de FTOC NOD en présence d'un inhibiteur de PI3Kd, le développement des Treg « triple high » est drastiquement réduit. Il semble donc que la voie de signalisation via PI3Kd soit nécessaire au développement correct des Treg « triple high ».

	Développement des Treg : aspects qualitatifs
	Notre analyse génétique nous a permis d'identifier un locus contrôlant le développement des Treg
	« triple high ». L'analyse bio-informatique couplée à un test statistique de probabilité a démontré que
	la différence de développement des « triple high » entre NOD et B6 est lié à une région localisée sur le
	Par ailleurs, indépendamment du fond génétique, il a récemment été démontré que les lymphocytes, chromosome 1, entre 45 et 110 Mb, avec un profil bimodal impliquant possiblement deux loci distincts.
	et plus généralement les leucocytes, circulent dans l'organisme de manière rythmique, alternant La région identifiée comporte plusieurs gènes pouvant influer sur le processus de développement et
	passage dans le sang et entrée dans les tissus et organes lymphoïdes périphérique en fonction du cycle sélection, tel que des molécules impliquées dans l'apoptose cellulaire. Bien que nous ayons identifié
	circadien (Druzd et al., 2017; He et al., 2018). Bien que les auteurs stipulent ne pas déceler de variation le rôle de CD28 situé dans cette région, et étant donné que deux loci de ce chromosome pourraient Nous avons ainsi identifié une voie de transduction du signal majeure impliquée dans le dans la numération thymique, cette analyse est réalisée à large échelle et atteste préférentiellement être impliqués, il serait tout de même intéressant d'avoir recours à un RNAseq des populations de Treg développement des Treg « triple high ». La signalisation par PI3k opère en aval de différents récepteurs d'une résidence des cellules en développement qui sont extrêmement majoritaires dans le thymus. « triple high » et « non triple high » de souris NOD et B6 isolées en période néonatale. Cette approche instruisant le lignage Treg, à savoir le TCR, des récepteurs cytokiniques, ainsi que la molécule Toutefois, un certain nombre des molécules migratoires (molécules d'adhésion et récepteurs aux nous permettrais d'évaluer les niveaux d'expression des gènes dans ce locus, ainsi que les différences costimulatrice CD28

Treg au thymus sont encore incertains, bien qu'impliquant visiblement CXCR4 et CCR6

(Cowan et al., 2016[START_REF] Cowan | Aire controls the recirculation of murine Foxp3+regulatory T-cells back to the thymus[END_REF] Thiault et al., 2015)

. Toutefois, l'entrée dans le thymus se fait-elle simplement via des gradients de chimiokines, comme c'est le cas pour les progéniteurs hématopoïétiques, ou fait-elle intervenir un mécanisme actif ? Une hypothèse intéressante pourrait être que le thymus « filtre » l'entrée de ces cellules via un mécanisme de présentation antigénique. Il est en effet démontré que l'entrée des Treg dans les organes lymphoïdes et non lymphoïdes est favorisée par la reconnaissance d'antigènes du soi présentés par les cellules endothéliales

[START_REF] Fu | Self-recognition of the endothelium enables regulatory T-cell trafficking and defines the kinetics of immune regulation[END_REF]

. Ainsi, le développement de cellules plus réactives au soi favoriserait la recirculation. Cette hypothèse semble un point intéressant à tester à l'avenir, avec une première approche de transfert adoptifs de différentes populations de Treg TCRtg reconnaissant des antigènes exprimés ou non par le receveur. chimiokines) impliquées dans ces articles sont fortement exprimées par les Treg périphériques et recirculants. Il a par ailleurs été démontré une fluctuation circadienne de l'expression du récepteur aux chimiokines CXCR4 (impliqué dans la recirculation des Treg), ainsi que de son ligand CXCL12 (observé une proportion de Treg « triple high » particulièrement élevée dans le thymus NOD, représentant plus de 50% des Treg en développement contre seulement 20 à 25% chez la B6. En revanche, à l'âge adulte, cette proportion chute drastiquement chez les souris NOD et atteint un niveau similaire à celui des B6, attestant d'une évolution de la sélection thymique avec l'âge. Phénotypiquement, ces populations chez la NOD semblent correspondre à celles décrites chez la B6, mais il pourrait être nécessaire de compléter cette description par une analyse plus fonctionnelle. Ainsi, un test d'activation et prolifération in vitro en présence de CPA syngéniques, ou un test de suppression de lympho-prolifération in vivo, permettrait de comparer l'auto réactivité de ces populations. Par ailleurs, ces Treg « triple high » expriment S1P1 et sont donc aptes à coloniser la périphérie, et non soumis à une forte sélection négative, ce qui est cohérant avec l'observation de cet enrichissement en Treg « triple high » dans la rate de jeunes souris NOD, et une activation importante de ces cellules.

et semble donc conditionné par la présentation antigénique par les CPA thymiques

[START_REF] Kroger | Temporal increase in thymocyte negative selection parallels enhanced thymic SIRPα+DC function[END_REF] Yang et al., 2015)

. Nos analyses en FTOC révèlent cependant une origine intrinsèque de la différence de développement des Treg « triple high » entre les souris NOD et B6, et notre analyse de cartographie génétique exclue un rôle du CMH. Ainsi les études de Kroger, Yang et leurs collaborateurs, bien que pouvant amener une explication de l'évolution de la sélection qualitative avec l'âge, n'expliquent pas les différences que nous observons entre NOD et B6. transcriptomiques entre les différentes populations. Il n'est toutefois pas certains qu'un gène codant soit à l'origine de la variation du développement des « triple high » : une région régulatrice (de type enhancers) ou concentration de 1µg/ml d'anti-CD80/86, 15% des Treg persistaient, parmi lesquels il n'y avait plus que 60% de « triple high », un ordre de grandeur similaire à la différence entre les cellules NOD et B6 âgées de trois jours (les Treg B6 représentant environ 30% de la valeurs NOD, et les « triple high » B6 environ 50% de la valeur NOD). Ainsi, outre un impact quantitatif important, nous révélons ici que l'intensité du signal CD28 module qualitativement le développement des Treg, et qu'une variation de son expression entre les souris NOD et B6 semble être à l'origine du plus fort développement « triple high » observé. Les mécanismes précis impliqués restent incertains, et pourraient faire intervenir soit une modulation du seuil de sélection des TCR, une modulation de la survie des cellules ayant reçu un fort signal, ou encore la mise en place d'un métabolisme cellulaire approprié. Ceci représente ainsi un axe prioritaire à investiguer.

  'identifiés de façon indépendante, les deux signaux moléculaires régulant le développement « triple high » pourraient converger. De plus amples investigations sont nécessaires pour identifier le (ou les) signal(aux) activateur(s) de PI3K responsable(s) du développement des « triple high ». Afin d'évaluer l'implication du TCR, dont l'implication dans le développement des « triple high » est majeure, nous pourrions mesurer l'activité de PI3Kd dans un modèle d'induction de différenciation in vitro dans lequel un même TCRtg reconnait, avec des affinités différentes, plusieurs ligands pCMH(Wyss et al., 2016). Il sera également nécessaire d'analyser si le signal via CD28 régulant le développement des « triple high » active la voie PI3Kd. Pour ce faire, nous analyserons le développement des Treg « triple high » chez des souris CD28 Y170F (sous fond B6), chez lesquelles la mutation en position 170 bloque l'interaction entre CD28 et le complexe PI3K, empêchant ainsi l'activation de cette voie par le signal de costimulation. Il sera également important d'évaluer si les signaux cytokiniques peuvent moduler le développement des cellules hautement auto-réactive (« triple high ») et si cet effet implique PI3Kd.
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Micro-RNA, pouvant moduler les processus d'expression géniques

53 

Long non coding-RNA, modulant également l'expression génique quIl semble maintenant important d'étudier de quelle façon la voie PI3Kd instruit le développement des Treg « triple high ». Notamment, l'axe CD28/PI3K active le métabolisme du glucose

[START_REF] Frauwirth | The CD28 Signaling Pathway Regulates Glucose Metabolism[END_REF]

, et la voie de signalisation par PI3K induit l'activation via Akt du complexe mTORC1, un régulateur central du métabolisme. Ainsi, il est envisageable qu'une adaptation métabolique particulière soit nécessaire au bon développement de ces Treg. Afin de tester simplement cette hypothèse, nous pouvons avoir recours dans un premier temps à des FTOC NOD et B6 que nous traiterons avec différents inhibiteurs de Akt ou de la voie mTOR (ex. la rapamycine ou le rapaLink-1, un inhibiteur de 3 eme génération de mTOR, inhibant plus efficacement et plus spécifiquement mTORC1

[START_REF] Rodrik-Outmezguine | Overcoming mTOR resistance mutations with a new-generation mTOR inhibitor[END_REF]

) afin d'évaluer le développement des Treg « triple high » dans ces conditions.

  de ces Treg et ne changerait pas le répertoire TCR, mais empêcherait uniquement l'acquisition du phénotype et du programme transcriptomique approprié, comme suggéré par notre observation que la proportion de Treg « non triple high » augmente en cas de diminution d'activité de PI3Kd. Dans le premier cas, ces spécificités disparaitraient du répertoire TCR, pouvant mener à des défauts de maintien de l'homéostasie immune vis-à-vis de certains antigènes. Dans le second cas, le répertoire TCR serait conservé, mais un défaut d'acquisition d'un programme adapté peut mener à une altération de la fonctionnalité de ces cellules. Ainsi, la disparition ou l'altération de cette population de cellules hautement auto-réactives (« triple high ») pourrait être délétère pour l'organisme, que ce soit chez les souris mutantes, ou chez les souris NOD avec l'âge comme évoqué dans la partie suivante.Évolution de la différenciation des Treg avec l'âgeUne des observations intrigantes de nos données est que le développement des Treg « triple high » décroit rapidement après la première semaine de vie chez la souris NOD, jusqu'à atteindre un niveau similaire à celui des B6. De nombreuses hypothèses peuvent être émises.Une deuxième hypothèse serait qu'une évolution des capacités de présentation antigénique ou des populations de CPA thymiques en soit la cause, comme le suggèrent les groupes de R. Tisch et D. Mathis & C. Benoist. En effet, bien que la différence initiale entre NOD et B6 soit intrinsèque aux LT, nous n'en avons aucune certitude en ce qui concerne l'évolution à l'âge. Une analyse longitudinale de ces populations de CPA thymique pourrait nous éclairer sur l'évolution de celles-ci avec l'âge, et nous permettrait de manipuler ces proportions de CPA en FTOC afin de de tester si les variations observées in vivo sont à l'origine des variations du développement « triple high ». Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons à nouveau eu recours au modèle de FTOC. L'analyse de cultures de thymus NOD effectuées en présence de Treg matures, mimant la présence des Treg recirculants, révèle une diminution du développement des Treg « triple high ». Bien que ne récapitulant pas totalement le phénotype observé in vivo, ces résultats sont obtenus dans un modèle cultivé sur une courte durée et en présence de Treg spléniques activés in vitro ne reflétant ainsi pas exactement la population de cellules recirculantes, qui est notamment extrêmement enrichis en « triple high » lors des premières vagues de recirculation. Ces différences pourraient expliquer la plus faible inhibition dans ce modèle. Ces résultats préliminaires suggèrent toutefois une inhibition du développement des Treg « triple high » par les Treg recirculants. Modulation qualitative de la différenciation des Treg Il semblerait donc que les Treg recirculants, outre une inhibition quantitative du développement, puissent moduler la spécificité de la sélection thymique et de ce fait la fonctionnalité des cellules en périphérie. Diverses hypothèses sur les mécanismes impliqués peuvent être formulées. Par exemple en ayant recours à des souris TCRtg, possédant la chaine b issue d'un TCR spécifique pour un antigène modèle, mais pouvant réarranger la chaine a endogène. Ces thymocytes développent ainsi un répertoire TCR polyclonal enrichi en cellules spécifiques pour l'antigène modèle, détectable via des tétramères CMH-peptide. Dans un premier temps, in vitro des FTOC de ces souris pourraient être cultivés en absence de Treg, ou en présence de Treg soit spécifiques ou non pour le complexe CMH-peptide d'intérêt. Ainsi, nous pourrions analyser dans ces différentes conditions si les Treg exogènes inhibent plus efficacement les cellules portant un TCR spécifique pour le même antigène. Ceci pourra également être vérifié in vivo dans le même modèle de souris, par injection de Treg spécifiques pour l'antigènes modèle. Déterminer si l'inhibition du développement des Treg exercée par les Treg recirculants est guidée par la spécificité antigénique, et conduit ainsi à une évolution qualitative de la sélection, semble une approche cruciale à l'étude et la description du processus de recirculation. De plus, cette interaction des Treg recirculants avec les CPA thymique via le TCR pourrait restimuler les Treg recirculants et favoriser l'activation des mécanismes suppresseurs acquis par ces Treg lors de leur passage en périphérie, inhibant à la fois la maturation et les fonctions des CPA, et les thymocytes en contacts proches, par contact cellulaire ou par la production de médiateurs solubles. Le deuxième signal clé pour le développement des Treg, à savoir la costimulation et notamment celle via CD28, pourrait également être ciblé par les Treg recirculants. En effet, une compétition pour les ligands CD80/86 pourrait altérer le développement Treg. Notamment, la molécule suppressive CTLA-4 lie les ligands CD80/86 avec une avidité bien plus importante que CD28. Il a longtemps été pensé que les Treg induisaient la diminution d'expression de CD80/86 par les CPA via CTLA-4. Mais le groupe de L. Walker a démontré il y a quelques années que l'interaction entre CTLA-4 et CD80/86 pouvait mener à la capture des ligands par les LT, Tconv et Treg, un phénomène appelé trans-endocytose[START_REF] Hou | A Transendocytosis Model of CTLA-4 Function Predicts Its Suppressive Behavior on Regulatory T Cells[END_REF][START_REF] Ovcinnikovs | CTLA-4 -mediated transendocytosis of costimulatory molecules primarily targets migratory dendritic cells[END_REF][START_REF] Qureshi | Trans-Endocytosis of CD80 and CD86: A Molecular Basis for the Cell-Extrinsic Function of CTLA-4[END_REF]. Ce mécanisme résulte en une diminution de la densité en CD80/86 à la surface des CPA et une capacité de costimulation réduite. Nos données de RNAseq et de cytométrie révèlent que les Treg recirculants expriment très fortement CTLA-4. Il est donc envisageable que ce mécanisme de trans-endocytose soit également actif dans le thymus, et permette aux Treg recirculants d'inhiber la costimulation fournie par les CPA thymiques. Cette hypothèse pourra être testée en utilisant à nouveau le modèle de FTOC supplémenté en Treg, WT ou

	déficient en CTLA-4, ou encore WT en présence d'un anticorps bloquant CTLA-4. Nous pourrons ainsi
	monitorer à la fois le développement des sous populations de Treg, la capture de CD80/86 par les Treg
	recirculants mesuré par cytométrie en flux, et le niveau de ces ligands à la surface des différentes
	populations de CPA.
	Finalement, tout comme pour la modulation quantitative du développement des Treg, les Treg
	recirculants modifient les niches thymiques en entrant en compétition pour l'IL-2 (Thiault et al., 2015;
	Weist et al., 2015), et altèrent qualitativement le développement de nouveau Treg. Les Treg « triple
	high » étant des cellules de haute affinité, il semble cohérant que l'intégration d'un important signal
	. Il IL-2 soit nécessaire à ces cellules pour contrer l'induction de l'apoptose (Tai et al., 2013) et ainsi de
	est ainsi possible que, plutôt que d'induire le développement, cette signalisation favorise la survie Treg survivre au processus de sélection. Ainsi, en déprivant le microenvironnement en IL-2, les Treg
	« triple high », des cellules de très auto-réactives et, par conséquent, potentiellement plus sensibles à recirculants biaiseraient la sélection en faveur des cellules moins dépendantes de l'IL-2. Cette
	l'apoptose et l'élimination clonale. hypothèse pourrait être vérifiée en bloquant le signal IL-2 dans des FTOC. Si cette approche inhibe le
	développement « triple high », il sera nécessaire de tester l'implication des Treg recirculants.
	Au-delà de cet aspect, il est important d'apprécier si l'absence d'activité de PI3Kd (souris PIK3cd° ou

inhibition pharmacologique) résulte en une disparition des « triple high » et ainsi des TCR préférentiellement exprimés par ces cellules du répertoire des Treg matures. Dans un second scenario, PI3Kd dirigerai les Treg vers le sous-lignage « triple high », et sa diminution d'activité n'empêcherai pas le développement Premièrement, la capacité des précurseurs de Treg à se différencier en « triple high » pourrait évoluer avec l'âge, résultant possiblement d'une origine différente (foie foetal vs moelle osseuse), qui est connue pour influencer le développement thymique (Rudd, 2020). Toutefois, de façon intéressante, les cellules utilisées dans l'approche précédemment décrite des FTOC repeuplées avec des DN3 provenaient de souris adultes. Ceci dévoile ainsi une capacité conservée des progéniteurs NOD à produire des Treg « triple high » avec l'âge. L'évolution observée entre la période néonatale et l'âge adulte n'est donc pas due à une capacité altérée dans progéniteurs à se différencier en Treg « triple high », mais plutôt à une variation affectant la niche développementale de ces cellules. Finalement, une troisième hypothèse majeure est que le développement des Treg « triple high » soit rapidement inhibé par l'entrée massive des Treg recirculantes dans le thymus NOD. En effet, le développement des Treg « triple high » corrèle négativement avec le niveau des Treg recirculants dans le thymus. Une première hypothèse est une compétition pour les antigènes présentés par les CPA thymiques. Selon cette hypothèse, les Treg recirculants interagiraient via leurs TCR avec les complexes CMHpeptides présentés par les CPA. Ainsi, les Treg recirculants entreraient en compétition avec un précurseur Treg en développement, l'empêchant ainsi de recevoir les signaux stimulateurs nécessaires à leur différenciation en Treg. Par ces mécanismes, les Treg recirculants bloqueraient le développement de nouveaux Treg de même spécificité antigénique, voir des Treg d'autres spécificités interagissant avec la même CPA. Cette hypothèse attractive pourrait être vérifiée expérimentalement, in vitro et in vivo.

  des Treg « triple high » chute drastiquement entre la période néonatale et l'âge adulte chez les souris NOD, celui-ci apparait plutôt stable chez les souris B6. Comment expliquer cette différence si les mécanismes d'inhibition sont similaires ? Il est difficile d'établir une hypothèse cohérente à ce sujet, toutefois, si le développement accru chez la souris NOD est anormal, dû à un défaut de différenciation global qui ne se retrouve pas chez la B6, alors le processus d'inhibition par les Treg recirculants pourrait

rétablir une sélection des Treg « classique », d'autant plus que le processus de recirculation est particulièrement fort chez les souris NOD comparé aux B6. Par ailleurs, un mécanisme mettant en jeu la trans-endocytose semble séduisant dans le contexte de la souris NOD, le développement Treg de haute affinité chez ces souris semblant particulièrement sensible à la costimulation par CD28. Ainsi, en réduisant le niveau des ligands CD80/86 à la surface des CPA, les Treg recirculants empêcheraient la sélection des « triple high », ramenant celui-ci à un niveau basal. Finalement, le niveau global de CD80/86 en surface des APC dépendrait à la fois de l'expression de novo des ARNm et des protéines, du turnover des CPA et de la trans-endocytose par les Treg recirculants. Ainsi, du fait de la densité bien plus importante en Treg recirculants chez les souris NOD, cette inhibition pourrait simplement ne pas s'observer chez les souris B6, ou être très décalée dans le temps, du fait du nombre de Treg recirculants trop limité pour réduire significativement le niveau de CD80/86. Conséquences de la recirculation : répertoire TCR des Tconv et involution thymique
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cas chez les souris NOD pour le développement de LT diabétogènes[START_REF] Kroger | Temporal increase in thymocyte negative selection parallels enhanced thymic SIRPα+DC function[END_REF] et pour la sélection des LT spécifique de la MBP[START_REF] Huseby | Age-Dependent T Cell Tolerance and Autoimmunity to Myelin Basic Protein[END_REF]. Dans ces études, l'apparition de cDC migratoire Sirpa + dans le thymus corrèle avec l'évolution de la sélection des Tconv et des Treg.Par ailleurs, en 2015, le groupe de Mathis et Benoist démontre un rôle crucial des Treg produits durant cette période néonatale, sous le fond génétique NOD(Yang et al., 2015). Les auteurs identifient que l'expression de Aire promeut le développement de Treg durant la période néonatale (0 à 10 jours de vie) qui sont cruciaux afin d'inhiber les manifestations auto-immunes tout au long de la vie. Un modèle de fluorescence inductible, permet aux auteurs de marquer les Treg générés en période néonatale ou de marquer des Treg à l'âge adulte. Grâce à ce système, les auteurs isolent et injectent des Treg périnataux ou adultes à des souris Aire -/-et observent que seul les Treg produits durant la période néonatale protègent de la pathologie auto-immune. Bien que de fait également présentes parmi les cellules adultes, le pool de Treg néonataux est enrichi en cellules protectrices. Ces cellules issues du développement néonatal apparaissent plus activées, prolifératives, suppressives in vitro et sont transcriptionnellement distinctes. Alors que l'expression des TSA est similaire entre les mTEC néonatales et adultes, les auteurs observent des variations de capacité de la machinerie de d'apprêtement des antigènes, restreinte chez les adultes, qui produiraient des répertoires de peptides présentés par les mTEC distincts. De façon surprenante, les auteurs observent qu'une faible proportion des DC dans le thymus néonatal sont des DC résidentes CD8a + , une observation opposée aux résultats de Kroger et collègues. Pour finir, ces variations de répertoires peptidiques et de présentation antigénique se traduisent par des répertoires TCR distincts entre les Treg néonataux et adultes, avec pour les Treg néonataux de plus courtes séquences CDR3 et une plus faible expansion clonale, caractérisée par un plus faible nombre de séquences répétées. Yang et collaborateurs proposent ainsi que le compartiment des Treg néonataux dépendants de Aire est particulièrement efficace pour protéger certains tissus des attaques auto-immunes, qui sont probablement différents des tissus protégés par les Treg adultes.
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