Lymphocytes T Conventionnels

Caractéristigues phénotypigues :

Les Lymphocytes expriment différentiellement de nombreuses molécules qui leur conférent de:

significations physiologiques particulieres.

Nous avons focalisé notre étude sur les lymphocytes T qui partagent les caractéristiques suivantes
M expression homogene de CDA45 fort, avec faible diffraction latérale
M expression de CD2, CD3, CD5 et d'un récepteur T (TCR)
M passage thymique au cours de leur ontogenése

M diversité de spécificité et fonction.

La reconnaissance spécifiqgue d’'un déterminant antigénique par le lymphocyte T est possible grace
son récepteur T (TCR) qui le caractérise (fig. 2.9). Le TCR est composé de deux chaines différente
(hétérodimere). Il existe deux isoformes de TCR : gPitsoityd Les lymphocytes qui expriment le
TCR af3 sont les plus nombreux dans le sang périphérique. lls parcourent toute leur ontogenese dans
thymus. Nous aborderons les caractéres des lymphocyi@sldns un paragraphe dédié. L'expression

du TCR est nécessaire a la survie du lymphocyte (Polic, 2001).

Spécificité lymphocytaire T Les molécules TCR sont semblables dans leur grande partie. Seule une
petite partie porte la spécificité pour l'antigéne. Cette partie extrémement diverse (hyper-variable
permet de reconnaitre tout type d’antigene présent dans la nature. Chaque lymphocyte posséde

principe une seule spécificité (plus ou moins précise —Wilson 2005-).

Expression du TCR Le réarrangement concerne les deux alleles du génome. Le premier alléle qui
s'avere efficace est maintenu. Le second est inhibé définitivement. Cependant, il existe quelque
exceptions : dans certaines circonstances, le deuxiéme alléle peut étre co-exprimé (Padovan 1995).
lymphocyte exprime alors deux spécificités (estimé a 0.10% des lymphocytes circulants). Le sens c
cette double expression n'est pas clairement élucidé. Le second allele peut également étre exprime ¢
place du premier si ce dernier s'avere nocif (« TCR revision »), sauvant le lymphocyte (« Rescued
cell ») de la destruction programmée (« apoptose » Cooper 2004).



Figure 2.9 : Reconnaissance du complexe peptide-MHC paédepteur TCR du lymphocyte T
(CD4+ ou CD8+).




Réle physiologique du CD3 Tous les lymphocytes Toff ou y3) expriment le CD3, complexe
protéique associé de fagcon non covalente au TCRCD8 suit la méme dynamique d'expression
membranaire que le TCR (Minami, 1987 Liu 2000). u¥as molécules sont exprimées de facon quasi
constante par les lymphocytes T comme le CD2 &€D& (Liu 1996, Green 2000 ; Sasada 2001,
Raman 2002, Brossard 2003, Gi,ferrer 2003). Cesécntds sont moins utilisées pour les

caractérisations de routine en dehors des procassusaux ou leur expression est variable.

La reconnaissance du déterminant antigénique peC R induit un signal cytoplasmique requis pour
la réaction cellulaire. Le TCR n'a pas de prolongement cytoplasmique quipkrmettrait la
transmission du signal (Judd 2000 ; Nel 2002 letLle TCR fait partie d’'un complexe protéique qui
comprend également le CD3 et le CD247, associgag®m non covalente et possedent les chaines
cytoplasmiques nécessaires a la transduction dhalsige CD3 est composé de 2 complexes hétéro-
dimériques «g; d¢g). La chainee est la cible des anticorps monoclonaux habituedtgnutilisés pour
I'identification des lymphocytes T. Le CD247 comgake deux chainé€s(ou éventuellemeri chez la
souris) est parfois appelé TCR. La chaine( est requise et limitante (la moins produite) pour

I'expression du complexe CD247- CD3.

Expression du CD4/CD8 Les lymphocytes dp périphériques, matures, expriment soit le CD8 (T
CD8+) ou le CD4 (T CD4+) normalement de fagcon migueent exclusive. Dans les analyses de
routine, les lymphocytes T sont donc généralemensidérés en deux groupes : T CD4+ et T CD8+.
Les T CD4+ et T CD8+ ont un comportement réactibmmanséquement différent (Foulds 2002). Les
T CD4+ ont une activité de modulation (auxilliaid® la réponse immune (Appay 2002) alors que les
lymphocytes T CD8+ ont plutét une activité effemtri notamment cytotoxique (Kessler 1997, Cho

2002). Les deux populations sont donc complémergtaians la réponse immune (Gao 2002).

La population T CD4+ est prépondérante dans le saégphérique chez l'adulte mais ce
déséquilibre n’est pas retrouvé dans les autrepadiments (Jimenez 2002). Le CD4 aurait une plus
forte activité co-activatrice et favoriserait urpeétoire plus large de lymphocytes T en permettant

I'activation d’'un plus grand intervalle d’affinit§gVang 2001).

Le CD8 est une molécule hétéro-dimérique composéwdchaina et une chain@. La molécule
CD4 est composée d'une seule chaine (fig. 2.9)est pventuellement se dimériser au cours de
I'activation (Davis KA 1998, Moldovan JI 2002). Ldensité de surface du CD4 ou du CD8 est

relativement stable sur la cellule au repos.

L’expression du CD8 ou du CD4 est nécessaire aividion (et a la survie) du lymphocyte
(Luescher 1995, Vignalis 1994, Renard 1996, F&&®7, Denkberg 2001, Moldavan 2002). Le CD8



ou le CD4 se lie directement a la molécule du CMHEs€e | ou Il respectivement (Sazmann, 1998 ;
Wang 2001; Wooldrige, 2005). L'affinité de liaisoest significativement augmentée (Vignali, 1994,

Luescher 1995, Garcia 1996, Renard 1996, Feito,198ikberg 2001, Moldovan 2002). La résultante

des deux liaisons est appelée avidité (Bachman 1386g 2005). lls ont également une activité

d'amplification du signal et permettent d'atteintireseuil de signal requis pour le déclenchement de
I'activation du lymphocyte.

Ontogenese des lymphocytegf: L'ontogenése du lymphocyte T est maintenant miemmpeise
(Boyd 1991, Anderson 1999). Les précurseurs comnuass lymphocytes naissent dans la moelle
osseuse. Les précurseurs T précoces (ETP) gudtenbelle et migrent dans la zone para-corticale du
thymus (Shortman 1992, Bhandoola 2003). Le lympteaymature n'exprime ni CD4, ni CD8, ni
TCR. Le réarrangement de la partie variable dehi@me du TCR se produit (Table 1l). Si le
réarrangement a été productif, les molécules CDL@8 sont exprimées simultanément (double
positif). Le CD8 pourrait étre exprimé dans sa ferimomodimérique avant d’acquérir la forme
hétérodimérique (Carrasco 1995). Le réarrangemeniadchainea du TCR est alors déclenché
permettant la production du TCHY) complet (Hamman 1999, Chang 2000, Holfman 20Q8).
réarrangement de la chalaeentraine la délétion des génes de la chaigei est insérée dans les

segments ¥ et 2.

Table Il : Thymopoiése

CDla| CD34 | CD44 | CD25| CD2 | TCR CD3 CD4 CD8 position RAG Tdt

CLP - +

DN1 |ELP + - + - - - - - - cortico-medullaire

DN2 ETP + - + + - - - - - cortex

DN3 + - + + B - - s\capsul +
Sélection de TCR@

DN4 |ProT + - | - | - | |a[3| + | - | - || s\capsul | + | +
Sélection positive

DP | -] -] -+ epl++]+]] medul | |
Engagement de lignée

SP + | - -|-|+|ag3|+|+/-|-/+|| medull | |
Sélection négative

CLP common lymphoid progenitor;

ELP early Lymphoid progenitor

ETP : Early T lineage precursors

DN double négatifs; DP doubles positifs; SP Simple négatifs

Yasmina Laouar (M/S 1999); A Bhandoola et col J Immunol 2003
R Boyd et al Immunol Today 1991 Colleen Witt et col 2004
Y Akashi et col. J Immunol 2000 Bettina Ernst et col J Exp Med 1995

Le lymphocyte recherche un ligand MHC- peptide ducenvenable sur les cellules présentatrices du

thymus. Si le lymphocyte ne reconnait pas de liggnedlected cells » -Fink 2000-) ou en reconnait



avec une affinité suffisante (Williams 1999), it @sué a une mort programmeée (« Programmed Cell
Death ») par apoptose (Shortman 1994, Hamann X98&ng 2000, Le Campion 2002). Dans le cas

contraire, la cellule rescapée (« rescued T Cagirelifere (Yatsumo 2000, Basson 2000.

Les lymphocytes T spécifiques d'un peptide préspatde CMH de type | utilisent le CD8 et les T
reconnaissant des molécules présentées par le Ckkpliment le CD4 (Teh 1988, Chang 2000). La
molécule co-activatrice inutile (CD4 ou CD8) dismaret le thymocyte qui n’exprime plus qu’un seul
co-récepteur : simple positif (SP) poursuit sa maion («lineage commitment »; Basson 2000 ;
Ernest, 1995 ; Anderson, 1996 ; von Boehmer 20@0m@in 2002, Glimcher 2002, Holfmann, 2003).
Le CD4 pourrait étre exprimé préférentiellement' etpression du CD8, uniquement aprés induction
(Moldovan, 2002). Le choix de lignée peut étreuaficé par la cinétique de liaison (Yasutomo 2000).

Les lymphocytes qui reconnaissent des déterminaam$igeniques de facon inappropriée (trop

forte avidité) sont éliminés (sélection négative).

Seuls les lymphocytes matures, simples positifsy nocifs, sont exportés dans le sang et sont
nommeés subséquemment soit T CD4+ soit T CD8+.

Figure 2.10: Ontogenese des lymphocytes T conventionnelsngleytes).
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Les différentes étapes de lI'ontogenése se déraldestdes sites différents du thymus (fig. 2.1@). L
cellule précurseur entre a l'interface cortico-nidghe (Boyd 1991, Witt 2004). Les doubles positifs
sont sélectionnés positivement dans le cortex. &iesples positifs survivants migrent dans la

médullaire. La distribution spatiale est dirigéer @ production de chimiokines et la régulation



d’expression de leurs récepteurs respectifs (CXERACR9 — CCR4 — CCR7/CxCR3 ; Annunziata
2001).

Dynamique de thymopoiésele thymus est particulierement actif pendant k& feetale, surtout le
troisieme trimestre et les premiers mois de la i&.production journaliere dans le thymus a été
estimée a 10thymocytes par jour chez la souris (Tough, 1998)rpune production finale de 4@ es
DN ne représentent que 3.5% chez 'homme. Les ésytsitifs sont la grande majorité (73%). Les SP
CD4+ représentent 14% et les CD8+ 7% des thymotgtasx (Ye, 2002).

Les mémes taux sowmbservés chez la souris (Mehr 1997). Leur taux dietgion est trés faible.
Seulement 1.5% des thymocytes produits sont eipathaque jour. Plus de 95% sont éliminés. La
majeure partie des éliminations dans le cortexliésta la sélection positive alors que la sélection
négative est 10 fois plus active dans la méduli@tertman 1994, Faro 2004). La production aing qu
le taux d’exportation sont adaptables et peuvenmamier en cas de besoin (Le Campion 2002,
Almeida 2005). L’ablation thymique entraine unepdistion des lymphocytes T naifs en 6 mois chez la
souris et la perte de capacité de maturation densgpcytotoxique (Di Rosa 1999).

Chez le grand enfant, la thymopoiése décroit rapéde et I'organe involue, n'étant plus qu'un amas
graisseux chez l'adulte (Douek 2000, Aspinall 200&erkamp 2005). Il est cependant possible
d’observer, avec des techniques tres sensible®rdiggants thymiques récents (RTE), caractérisés pa
leur contenu en cercle d’excision du réarrangerdanfCR (TREC) (Berzins 1998, Mc Farland 2000),
méme chez I'adulte (Poulin 1999). Dans de tréssraas, des conditions particulierement drastigeres (

. reprise d'aplasie, lymphopénie) peuvent s'accgmgrad’'une reprise de la thymopoiese (Chau 2005).

Une lymphopoiéese est possible dans les sites imiogiqaes périphériques (Antica 1999).

Un maturation de thymocytes est possible en dethothymus comme cela a été observé dans des

conditions expérimentales chez la souris athym(ileanedy 1992, Karrer 2003).

Circulation lymphocytaire :Dans la circulation périphérique, le lymphocyteieule et se disperse
rapidement entre les différents sites lymphoidesrsgaires (ganglions, rate, amygdales) et des sites
effecteurs ou il rencontre éventuellement les oedlutibles. Leur migration tissulaire n’est pas
completement aléatoire mais guidée (adressagd’eppression séquentielle de molécules d'adhérences
(Bromley 2000, Davenport 2002). Les lymphocyteffsnaxpriment le CD62L qui leur permet de
migrer dans les ganglions (fig. 2.11). Les lympties T effecteurs expriment le CD49d pour les sssu
périphériques ; le CD103 dEB7 ; E sélectine pour la peau ou encore lintégudg7 pour les
muqueuses (Baekkevold 2005). L'expression de réoeptde chimiokines les oriente selon le gradient :
récepteur CCR7 pour les organes lymphoides, CCRb lpopériphérie (Masopust 2001, Weninger
2001) ou encore CCR4 pour la peau (Beakkevol&R00



Evolution phénotypique du lymphocyte TComme dans le thymus, la survie des lymphocytes
périphériques est soumise a leur sollicitation ghes peptides pertinents. Sans stimulus, la suese d
lymphocytes T a été estimée a 26-28 jours (lympteodyCD4) et 17-19 jours pour les lymphocytes
TCD8+ (Di Rosa 1999, Ferreira 2000, Labrecque 2001)

Le phénotype du lymphocyte change selon les engagfsnet son niveau de maturation (fig. 2.11).
Le lymphocyte naif (CD62L, CD45RA, CD27+, CD28+, RC+) rencontre le peptide pertinent dans le
ganglion qui draine le site de l'infection ou d’egftion. Il est prépondérant dans le sang périghéret
les ganglions, notamment chez le jeune enfant ehai@s en moins chez la personne agée (Nociani
2000). Le lymphocyte naif répond faiblement a utiendation antigéniques. Si le contexte est
favorable (contexte de « danger » -P Matzinger 2002 lymphocyte naif est activé (CD69+, CD25+
puis plus tard, HLA DR+, CD38+), se divise (de b alivisions -Oehen 1998-). Avec l'aide des
lymphocytes T CD4+ (Hu 2000), le lymphocyte naifj@ére un "phénotype "engageé” : (CD45RO,
CD62L-, CD49d+, CCR5+ ; CD27+, CD28+ -Sallusto 998aech 2001, Le Frangois 2002, Aandahl
2003-).

Figure 2.11: Vie du lymphocytes en périphérie. Evolution pbi§pique au cours de la maturation

induite par la rencontre avec | 'antigéne pertinent
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Par la suite, I'expression de CD7, CD28 puis CD8padait progressivement (Hamann 1999, Appay
2002, Tomiyama 2002, Day 2003). Les lymphocytesesitent vers un phénotype mémoire (CD7-, 28-
27- -Hamann 1997-). La molécule CD45, commune Bumxphocytes est modifiée, perdant ses
domaines (A, B, C) distaux, spécifiques du stadmatare (RA) et acquiere I'isoforme "mature” (RO —
Ferrer 1992, Prince 1992, Bell 1998-). La maturatiers le phénotype mémoire nécessite la présence
de T CD4+, d’IL-2 et IL-7 (Bevan 2004). Les lymplytes mémoires s‘activent plus rapidement (délai
avant entrée dans le cycle : 12 heures - comp&® ldeures pour le cellule naive) et sont plusatks
notamment en terme de cytotoxicité, production gekines régulatrices (Ahmed 1996, Zimmeran
1999, Rogers 2000, Veiga-Fernandez 2000, Land68,ZBray-Ahmadzadeh 2001).



Il existe deux types de lymphocytes mémoires (TalblelLes lymphocytes mémoires ‘effecteurs’
(Tem) CD7- (Wallace 2000) ; CD27-CD28-) ont une réponapide et forte capacité proliférative
(Macallan 2004). Les gv sont prépondérants sur les sites effecteurs. yiepHocytes mémoires
‘centraux’ (Tcwm) ré-acquierent les capacités de migration vetisse lymphoide (CD62L+ ; CCR7+; -
Geginat, 2001, Faint 2001, Hengel 2003 -). La petidn de mémoires centraux requiére la production
d’IL-15 plus que d’IL-2 et la résolution de la caudactivation sous forme de disparition de 'aatig
(Tough 2003, Bevan 2004). L'IL-7 peut égalementejoun rble (Kaech 2003). lls sont prépondérants
dans le sang périphérique et les ganglions. Le hgoye mémoire central peut méme ré-acquérir le
phénotype CD45RA (« Revertant cells » —Nociani }99%es derniers constituent le contingent
mémoire a long terme (Salusto 1999, Masopust 200dninger 2001). Cependant, il persiste un
inflation des T mémoires avec le temps (Kaech 2008filiation entre les deux isoformesgf et Tem)
est encore source de discussion, certains auteopogant qu'il s'agisse de deux voies paralleles
(Noble 2002)

TABLE Il : Phénotypage des lymphocytes T aux différents stades de maturité

Naif Rencontre |Engagement mémoire mémoire
Ag effecteur centrale

CD62L + - - - +
CCRY + + - - +
CCR5 - + + + +
CD49 d - - + -
CD45 RA RO RO RO RA
CD7 + + dim - +
CD28 + + - - -
CD27 + + + - +
CDlla bas bas haut haut haut
CD95 bas bas bas haut haut

Reconnaissance antigenigue par le lymphocyte

Constitution de la diversité :La population lymphocytaire correspondant a la semm
d’individualités aux comportements individuels, sBowus sommes intéresses a leur diversité. Laeparti
hypervariable de chaque chaine est constituéeggambinaison de fragments de génes V (D) J (ré-
arrangement —Davis M 1988 ; Nemazee 2000, ArstizD2),



Figure 2.12: Bases génomiques de constitution de la diéedsitrécepteur T.
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La spécificité des lymphocytes T, hautement diversst formée de facon stochastique par

assemblages combinatoires de 3 segments VDJ (cHaineu VD (chainea) comme les
immunoglobulines (fig. 2.12). La spécificité de gba lymphocyte (plus ou moins précise —Wilson
2005-) reste identiqgue pendant toute sa vie coatrant aux lymphocytes B qui peuvent avoir des
remaniements de leur séquence de la partie hypal@rdu récepteur (Blish 1999). Le patrimoine
génétique du lymphocyte T est donc plus stable.

Les segments sont représentés en de nombreux esramans le génome (Table V).

Table IV: Diversité des récepteurs d'antigene T (TCR). Nombre de séquences

composants la diversité des TCR ab et gd (M Davis, Nemazee, Arsilla)

H L alpha  beta gamma _delta
\Y 250-1 000 250 100 25 -100 7 10
D 10 0 2 2
J 4 4 50-100 12-20 2 2
Nombre de combinaisons possibles
V(D)J 62 500 2500 - 10 000 70
avec jonctions 10 10 108

La combinaison est organisée par les « recombmataivating gene » protéines RAG (Ragl et
Rag?2) indispensables a la maturation des lymphsditeangel 2001). Un déficit d’expression d’'une de
ces protéines induit une déficit complet en lymphes T et B. La répartition d’expression des ises/p

V3 peut étre analysée par cytométrie en flux (fig3R.



Figure 2.13: Diversité (M3 ) du récepteur T CD4+ ou T CD8+ (protéomiquealgse par

cytométrie en flux. Répartition différente pous [E CD4+ et T CD8+ chez des témoins sains.
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La diversité peut étre augmentée par I'adjonctiéataire de 1 a 6 nucléotides a chaque jonction par
I'action de I'enzyme « Terminal déoxynucleotidyansferase » (Tdt). La longueur de la région varie
selon le nombre de nucléotides supplémentaires afals 2001) et peut étre analysée par
électrophorése capillaire (Arstila 1999, Lim 20@@ 2.14-). Le nombre de combinaisons possibles a
été estimé & 18 (M. Davis 1988).

Figure 2.14: Diversité du transcrit du récepteur T analyaéamplification du transcrit de la région

CDR3 de la chaine¥ (RT-PCR) : exemples de spectre polyclonallgoolonal.
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Sélection lymphocytaire La production non déterministe de la diversité paria production de
tout type de spécificité avec le risque élevé dsfahctionnements qui doivent étre éliminés. Au
réarrangement stochastique succéde une tres féldetion (Chao 2004). La grande majorité des

spécificités sont éliminées.

La premiére sélection se produit soit parce qugrighocyte est "inutile”, ne reconnaissant aucun
ligand, soit parce qu’il en reconnait avec unenééitrop faible pour permettre de générer le nivda
signal nécessaire a sa survie. Seuls les lympl®aytieé expriment un récepteur avec une affinité

intermédiaire pour un ligand survivent (sélectiasifive).

Les lymphocytes avec une tres forte affinité saaiément éliminés, (sélection négative) évitant le
risque d'induire des réactions excessives, inapi@eR et notamment de réagir contre des détertsinan
du soi ("To be usefull yet safe” ; Pamela Fink, @0QLa persistance de tels lymphocytes pourraiefai
partie de mécanismes d’hypersensibilité (allerge#o-immunité). La probabilité (chez la souris)
d’échappement & la sélection est estimée’a (Muller 2003). Les lymphocytes qui ont survéclegte
sélection drastique finissent leur maturation thgumi et se multiplient avant d’étre libérés dansaleg

périphérique.

Ligands naturels du TCR (objets de reconnaissancd)a trés grande majorité des TCHB
reconnait des déterminants polypeptidiques. Lesrahiants antigéniques doivent obligatoirement étre
couplés a une molécule du complexe majeur d'histptabilité (MHC) nhommé Antigéne Leucocytaire
d’histocompatibilité (HLA) chez 'Homme (fig 1.5.es molécules "classiques” du MHC sont de 2
types (table V) : Classes | et Il. Les moléculesldsse | sont présentes sur toutes les celluldédas
de l'organisme (Heinrichs 1990). Elles sont comessi#e 3 groupes : A, B, C. comportant chacun de
nombreux alléles. Chaque cellule d’un organisme im@rR alleles par groupe (un par chromosome

parental).

Table V : Alléles du complexes maijeur d'histocompatibilité chez 'Homme

MHC | MHC Il
groupes HLA A HLA-B | HLA-C JHLA-DP |HLA-DQ [HLA-DR
nombre 26 35 14 4 A 13A 57
21B 17B

Les molécules de classe Il ont une expressioneiasdra certaines cellules immunitaires : cellules
présentatrices d'antigenes (APC) soit professitemétellules dendritiques et les lymphocytes B) so
occasionnelles (lymphocytes T activés, celluleshébales périphériques). Les molécules de clakse |

comportent 3 groupes : DP, DQ, DR dont deux allsta® exprimés par chaque cellule présentatrice.



Les deux groupes de molécules CMH sont hautemdgmpophiques et la probabilité d’expression
d’'une méme combinaison par deux individus non homotes est infime. Ces molécules composent

I'identité immunitaire (antigenes du soi).

Les cellules dendritiques (DC) ont une forte cagamigratrice et de présentation d’antigénes aux
lymphocytes T CD4+. Les cellules sont d’origine mi&dre (myéloides en majorité). Elle circulent
dans le sang ou la lymphe (cellules voilées) sotaé tres indifférenciée (CD34+, CD1a/b/c, CD11b/c,
CD4+, HLA DR+, CD123 (IL-3 Rec) et CD209+ (DC-Sigrglles ont une forte capacité de migrer
dans les tissus (CCR1+; CCR5+, CCR6+, CXCR1+, CXQRet peuvent acquérir des phénotypes
spécifiques comme les cellules de Langerhans, eslluhterstitielles...(table VI). Une capture
d’antigéne dans un contexte inflammatoire indaitmaturation de la cellule dendritigue (CD83+ ;
molécules co-activatrices CD40+ et CD80/86+ ; malkés d’adhérence CD54+ et CD58+) et sa
capacité de migration (CCR7, CXCRA4) vers les tidgnyphoides secondaires (cellules interdigitées)
trés propices a l'activation lymphocytaire. |l d@risdes cellules dendritiques qui ont une origine
lymphoide (improprement nommées DC plasmocytoideslne origine non hématopoiétique (DC
folliculaire dédiées a I'activation des lymphocytB dans les follicules lymphoides. Enfin, les DC

thymiques (corticales et médullaires) semblentedgaht avoir une origine spécifique.

Table VI : Principales familles de cellules présentatrices d'antigéne

Cell Centres
DC myeloide |Langerhans |interdigitées | germinatifs [Plasmocytoide

immature| mature
CDla +++ +/- + +
CD11b +
CD11c + faible + -
CD32 ++ -
CD14 - - Langerhine - - -
CD54 + +++
CD80/86 - ++ + + +
CD83 - + + + +
CD40 + +++ + ++ faible faible
MHC | ++ ++++
MHC |l ++ ++++
IL-12 - ++
CD4 + +
CD8 +/-
Phagocytose ++++ -
Stimulation + ++++




Réle fonctionnel du MHC :le fonctionnement du systéme immunitaire d'un orgme dépend
étroitement de sa capacité d’'identification. lltiigue les molécules du soi, gu'il tolere et quidant
indispensables pour la réponse spécifique alorié tgad a détruire les éléments qu’'il ne reconpai
comme partie du soi. Les molécules HLA sont liéesprocessus de reconnaissance des motifs
antigéniques par le systeme immunitaire spécifiqeque molécule MHC a la capacité de se lier a un
échantillonnage de peptides (de 8-10 AA pour lasda et 14-18 AA pour la classe Il) qu'il présente
aux lymphocytes T (Busch 1998 ; Lim 2000 ; Wang2QQdppolis 2002, Hiltbold 2002). Le peptide se
fixe de fagcon non covalente dans le sillon de laénde MHC (formé par un plgh entre deux hélices
a) par deux points d’'ancrage a ces extrémités (W20@R). Ainsi, la composition de cet hétéro-
complexe peptide- MHC (p-MHC) assure la double fammc des molécules du MHC : le peptide

constitue le déterminant antigénique spécifig@aemablécule MHC constitue le déterminant du Soi.

Tous les déterminants peptidiques des protéinesreiles ne sont pas reconnus (envirort®10
possibilités pour 10° spécificités clonales dans I'organisme). Le nontbeepeptides exprimé par des
MHCI a été estimé chez la souris & § (Muller 2003). Les peptides immunisants sont s&laoés
notamment par le protéasome et la capacité deidixatu MHC (Mason 1995, Hiltbold 2001). Le
lymphocyte ne reconnait donc qu’une trés petitetifsa pour identifier une protéine complexe. Des
peptides peuvent étre communs a plusieurs protéigastion croisée). Des peptides proches peuvent

étre reconnus par le méme TCR (réponse déegéenergsonV2005-).

Ligands non classiques Cependant, une petite fraction de lymphocytes Ta aapacité de
reconnaitre des déterminants autres que les psiitiecolipides, phospholipides...). Ces molécules
sont alors présentées par des molécules non classiguMHC (classe 1) notamment le CD1 a, b, c et
surtout d, MICA, MICB, Qa... (Heinzel 2002), Ces o#dls ont des propriétés particulieres, encore

insuffisamment connues et qui seront évoqueestaltds

Mécanismes de reconnaissance par le TCRe TCR se lie au p-MHC pertinent en position
diagonale (Sette 1995). Le fragment CDR3 de lagasdriable du TCR comporte la principale liaison
avec le peptide, au centre. Le fragment CDR1 ligaldie N terminale de la chaineet C terminale de
la chaing du MHC. La région CDR2 se lie a I'hélicede la chaine du MHC (Liu 2000, Reiser 2002,
Wang 2002). L’affinité de liaison du TCR a soreligl est trés faible (Matsui 1991, Manning 1999). La
liaison spécifique doit durer suffisamment longtempour permettre une activation efficace du
lymphocyte (Kundig 1996, William 1999, Bousso 19P@cini 2000, Kalergis 2001). Les TCR engagés
sont éliminés et le nombre de TCR a la surfaceydiphocyte T baisse rapidement au cours de la
reconnaissance de l'antigéne (Valitutti 1997) malg présence d’'une réserve (Mcneil 2003). La
liaison avec son ligand entraine un changemenocarationnel du TCR (Lee 2004).

Des molécules accessoires consolident et prolorogtat liaison (fig. 2.15) :



Figure 2.15: Molécules impliguées dans la coopération erymmghocyte T et cellule présentatrice.
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Molécules accessoires L’engagement, non obligatoire, d’autres molécupesut influencer la
réaction cellulaire qualitativement « hypothése desibles signaux » (Chambers 2001) le CD28
(exprimé sur les T naifs et centraux) est requig pactivation de cellules naives alors que le @14
induirait plus volontiers une anergie (Ledbette9@9Azuman 1993, June 1994, Kuiper 1994,
Bachmann 1996, Van den Merwe 1997, Edmead 199&z&aFontane 1998, Gett 2000, Bromley
2001). Les deux molécules se lient « indifferemmenaux deux molécules B7.1 et B7.2 (CD80 et
CD86). Le CD28 aurait une plus forte affinité pdsir.2 et CTLA-4 pour B7.1 (Margulies 2003,
Linsley 1999). L’engagement du CD28 peut réduirddkai d’activation et la quantité de peptide requi
(Viola 1996, Gett 2000, Lezzi 1998, Gascoigne 20&4amplifier plus de 100 fois le signal (Lezzi
1998). La CTLA-4 n’est pas présent sur la membi@dméa cellule au repos et est induit au cours de
I'activation, particulierement au centre de la $p8®et pourrait avoir un effet régulateur de laonse
(Margulies 1997, Chikuma 2002).

La molécule CD40L (expression sur les T indp#e activation) pourrait induire une activation de
la cellule présentatrice en liant le CD40 (expris@nstitutivement sur les APC -Howland 2000,
Lefrancois 1999).

Le CD28 serait requis pour les stimulations de é&ibitensité et notamment les infections
prolongées et une activité de type Th2 (King 198k)ys que le CD40L favoriserait la production
d’'IFNy et I'activité Thl (Bachmann 1998).



Le CD5, en liant le CD72 aurait une activité régnde, notamment sur la différentiation des
lymphocytes activés (Zhou 2000, Azzam 2001, Sm®12. L'a4pl se lie au VCAM-1.. La molécule
CD95 fortement exprimée sur les cellules T matpsrait limiter le niveau d’activation en induigan
I'apoptose de la cellule présentatrice. Le CD9 (em@rsur les lymphocytes matures) pourrait favoriser
I'induction d’apoptose plutdt que la productionld2 (Tai 1997). Quand la cellule présentatricewast
lymphocyte B, la molécule CD23 lie le CD21. Le rale cette liaison n’est pas encore clairement

élucidé.
Chaque récepteur possede des constantes d’affifiééentes (table VII).

Table VIl : Affinités comparatives de molécules impliquéessiia reconnaissance de l'antigéne (p-
MHC) par le lymphocyte T (Krummel, 2000)

Chromos Phosphoryla  Transdu
Recepteur T PM Locus Ligand APC ome k on k off tion ction
/sec
TCR p-MHC 0,85-25 0.01-0.25 non non
antagoniste 3,4 4,95
agoniste faible 1,5 0,36
agoniste fort 0,9 0,57

gg:z 25 11923 §§§\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\§\\ ITAM p56:yn
20 11923 ITAM p56lyn

CD3e 20 11923 ITAM p56lyn

CD3( 16 1g22 ITAM x3  p56lyn

CD317 (souris) 22 ALAMIMIIHIHIHIHIHIHIHIIIIIIIMMMMNMNINIOIOINININNNN_TAM x4 _ p56iyn
CD4 55 12p12  MHCII B2 nd nd oui p56lck
CD8a 33 2pl2 MHC | a3 1,2-100 0.05-18 oui p56Ick
CD8B 33 2pl2 MHC | a3
CD28 40 x 2 2033 CD80/CD86 60 3921 660 1.6 oui
CD152 (CTLA 4) 33 2q34 CD80/CD87 940 0.43 oui
CD154 (40L) 33x3 Xg26,3 CD40 48 20q12 oui
CD2 (LFA-2) 50 1p13  CD58 (LFA-3) 400 4
CD11a- 180 18pl1
CD18 (LFA-1) 95 21922,3 Talin
ICAM-1
CD5 67 1113 CD72 43-39x2 9p
CD7 40 17925
CD45 CD22 Photase
CD62 L 200 10
* Grakaoui ** x103 /MxSec nd : non disponible

Molécules d’adhérence et synapsd.a liaison p-MHC — TCR-CD4/CD8 reste malgre torést
breve (de 2 a 30 secondes —Davis M 1995-) et niée@bétre prolongée plus longtemps (jusqu’a 15 a
60 min en moyenne) pour permettre I'accumulatiofiisante de signal cytoplasmique (Lezzi 1999,
Lanzavecchia 1999). Des TCR doivent étre stimulésnembre minimum pour atteindre le seuil



d’activation du lymphocyte (Labrecque 2001). Dedéuooles d’adhérence sont mises en oeuvre pour
maintenir un contact proche entre le lymphocytéaetellule présentant I'antigene sur une portion de
leur surface (10 a 20% de la surface totale) :motant les molécules d'adhérence CD2 qui se fixent
sur leur ligand I'APC (LFA-3 ou CD58 ; CD48; CD5&reen 2000, Sassada 2001, Yang 2001,
Lanzavecchia 2001, van den Merwe 2002-); ICAM du23 qui se lient a LFA-1 (Dustin 2001). Cette
zone de proche contact est nomrmsgrapsepar analogie a la structure neurologique (Grak®@$9,

Lee 2002, Dustin 2002, Wetzel 2002). La synapseosstitue en 3 a 5 minutes et peut durer 150 min
(fig. 2.16 - Lanzavecchia 2001, Dustin 2001).

Figure 2.16 : Construction de la synapse immunologique ergrdyinphocyte T et la cellule
présentatrice.

La synapse crée un micro environnement propicacMation lymphocytaire par rapprochement des
récepteurs entre les deux cellules (SMAC Supramtde®ctivation marker —Davis DM 2004-). De
plus, alors que les molécules d’adhérence s’orgahisn périphérie de la synapse, les TCR, CD4/8 et
molécules co-activatrices se rassemblent progmessnt au centre de la synapse (Dustin 1999, QI
2001, Brossard 2005). Les cytokines produites eentsels facteurs cytotoxiques sont

préférentiellement produit dans le volume restrdenta synapse (Davis SJ 2001).

La formation synaptique permet donc de rapprochtess structures membranaires (lipid raft) et
cytoplasmiques (séquences ITAM, tyrosines kinasegliquées dans le mécanisme de transduction du
signal (Lee 95, Hiltbold 2003, Lee 2002, Nel 2002t Il, Krogsgaard 2003-). Le CD45 qui a une

activité phosphatase régulatrice est repousséa/@eriphérie.

La formation de la synapse est requise pour l'atttimamais aussi I'engagement de lignée
(Maldonado 2004) ou la cytotoxicité (Davis SJ 2001)

Transmission du signal La liaison du TCR au peptide pertinent entraiaetivation du CD3 qui,
par un mécanisme trés complexe et redondant, vatiaoliactivation de la cellule (Cantrell 1998,
Germain 1999, Ehrlich 2002, Glimcher 2004) sela#tat fonctionnel de la cellule T (Gett 2003).



Résumé brievement (fig. 2.17), les kinases de ityeode la famille syk (Lck et Fyn) induisent la
phosphorylation des fragments cytoplasmiques IT&MCD3. Chaque chaine CD3 posseéde un motif
ITAM sauf la chaing, qui en exprime 3). La phosphorylation par les @ras Syk active alors la
protéine Zap-70 (Lee 2002, Minami 1987). Les mdiEslCD4/CD8, qui possedent aussi un motif
ITAM cytoplasmique (Arcaro 2001), amplifient la plpb®rylation du CD3 par l'intermédiaire de la
tyrosine kinase p5%® qui interagit directement avec ZAP-70.

Figure 2.17: Transmission du signal induit par la liaisona@fpgue du TCR au ligand p-MHC
pertinent. Induction de phosphorylation des mdii&M des molécules CD3 jusqu’a I'activation des

facteurs nucléaires qui déclenchent la lecturegéees d’activation (CD69, IL-2, IL-2 récepteurs..).
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La phosphorylation des récepteurs membranaireaipatl’attraction et I'activation de la molécule
Zap-70 qui, a son tour, active des kinases dendle&aTec. Ces processus en chaine ont un effetara
amplification et induisent l'activation des adaptas (LAT, SLP-76, vav, Rac, c-Cbl, p62dok..) et
enzymes (Phospholipase C, Calcineurine A —cibléadgyclosporine et du FK506-..). L’activation se
poursuit par les cascades de GTPases, mitogenetadtiprotein kinases (MAPK), Phosphatidyl
Inositol 3 kinases (PI-3Kk)... La combinaison coexgl de ces cascades concourt a l'activation de
régions de régulation des genes par les facteutsadscription (c-fos, c-jun, NFAT, NkB, AP-1...)
avec des effets variables (stimulation, apoptosseldn le contexte. Le CD28 amplifie le signal et
I'oriente vers I'activation (MEKK2 — JNK, p38 et NkB) plutbt que I'apoptose (c-myc). Les facteurs
STAT4, JNK2, p38 favorisent I'activité de type Thlbrs que les STAT6, GATA-3, NFATc, cEBP, c-
MAF..) favorisent I'activité Th2 (Glimcher 1999).

Interleukine 2 : La survie de la cellule et peut-étre son entrées da cycle nécessitent la présence
d'Interleukine-2 (Cantell, 1984 ; Perkins 1993, Khharti 1999) ou de son homologue IL-15 (Li
2001). Pendant I'activation, le lymphocyte expritrés rapidement de I'lL-2 et son récepteur (apt&s 7
a 96 heures). L'expression du récepteur la rendlders I'interleukine et est le facteur limitant ke
réponse cellulaire T (Lezzi 1999). L'intensité dyeassion du récepteur est proportionnelle a sorédegr
d'activation. La capture et internalisation de 42Lcouplé a son récepteur sont nécessaires pour
I'activation cellulaire (Duprez 1992). Il peut usiér directement I'lL-2 qu’il sécrete (autocrinepis

une production externe survient par activation stesilymphocytes proches (Perkins, 1993).

Cinétigue p-MHC :L’antigene est rapidement capturé par les cellmlasrophagiques. Ces cellules
migrent vers le ganglion le plus proche et marisgencellules présentatrices d’antigéne. Les délais
présentation sont assez courts (environ 24 hewasgenkamp 2000, Miller 2004). Probablement du
fait de la compétition entre peptides de différentatures, le nombre de molécules impliquées dans |
présentation du peptide spécifique est environ G&%molécules disponibles a la surface de la eellul
(en moyenne 200 000 molécules par cellule Hard8gp}l c'est-a-dire 1000 a 2000.

Un lymphocyte T scanne les cellules dendritiquel gencontre jusqu’a reconnaissance d’un
peptide pertinent. La durée de scanning a été éstam5 min chez la souris et environ 4000 DC sont

scannées (Miller 2004).

La majorité des p-MHC est engagée des les 5 premiaimutes de la rencontre avec le lymphocyte
spécifique (Grakaoui 1999). La présentation desHEMreste stable pendant une durée moyenne
d’activation. Cependant, les cellules présentadrma une courte durée de vie (environ 100 hewtes)

meurent dans les 48 heures apres leur reconnagssmrcle lymphocyte T (Lanzavecchia, 2000).



L’apoptose des APC peut étre induite par liaisorpeMHC avec le TCR (Drénou 1999, Viad 2005).
Ceci représente un mode de régulation de la rédomsenitaire.

Cinétiqgue d’activation lymphocytaire .Le processus d'activation lymphocytaire joue ure rél
fondamental dans les différentes étapes de pranycélection, et maturation du lymphocyte. Au sour
de I'ontogenése, la reconnaissance d'un ligandisuibgpeptide du soi) détermine la sélectionlldlas
codant le TCR, et de survie / prolifération de Elule. La quantité théorigue de peptides de
substitution (self-peptides) a été estimée a 3dtez la souris (Muller 2003). En périphérie, la
rencontre de l'antigene pertinent détermine laisumexpansion clonale (pour les clones les plus

adaptés) et la persistance mnésique.

Si le signal cytoplasmique induit par la reconreise du complexe p-MHC atteint un seuil suffisant
pendant un temps limité, le lymphocyte entre erdecye prolifération qui déclenchera des divisions
(prolifération) et sa maturation. L'effet de la o@naissance dépend donc directement de la cinadigjue
liaison, trés variable selon le peptide présentélifdti 1995 ; Souza 2000). L’affinité du TCR
(Valitutti 1995, Salzman 1998 ; Rosette 2001, Ke2881, Wang 2002, Krummel 2002, Jager 2002,
Dutoit 2002) pour le complexe p-MHC est trés faifden : 10/M/sec) et la constante de dissociation
tres rapide (0.02/sec Corr 1994). Ces variablegtigues ont pu étre déterminées pour quelques
molécules par méthode de résonance de plasmonigerrB®) et sont résumées dans la table VI. La
liaison avec le complexe p-MHC est tres breve vig2i’environ 35 sec (Lord 1999).

La nature des peptides a un réle important pouqualité de la réponse (rapiditeé, amplitude)
immunitaire qu’ils induisent (Margulies 1997, Madas 1999, Manning 1999, Kumar 2001). En fait,
I'avidité de reconnaissance semble au final plitaer sur la qualité de la réponse (ex choixigade
T4/T8, orientation fonctionnelle Th1/Th2) tout eardant un avantage de compétition (Kassiotis 2003).
Des peptides peu différents (par substitution dsenl acide aminé) peuvent modifier les constantes

cinétiques de telle fagcon que le peptide peut ne @lre stimulant (antagoniste —Grakoui 1999-).

Effets durée et doses de I'antigendée degré d’activation dépend de la concentratieahtigene
(Korb 1999, Savage 1999, Rosette 2001, DiPaolo 2®aur atteindre le seuil de signal suffisant pour
déclencher la prolifération du lymphocyte (Langenka2002), un nombre minimal de peptides (estimé
a 100-1000 par cellule) doit étre présent (Dem®&&9] Christinck 1991, Harding 1996, Valitutti 1996,
Grakoui 1999,). De 10 a 50 peptides par synapsersmessaires pour activer un lymphocyte T CD8+
et 50 a 100 pour le T CD4+ (Irvin 2002). Chaquetioepspécifique représente moins de 1% des divers
peptides exprimés a la surface de I'APC. Un nondergeptides trop petit ou des peptides a faible
affinité (peptide antagoniste) peuvent avoir uretiiiverse sur I'activation du lymphocyte T (anergi
Korb 1999, Grakoui 1999, Kersh 2001-). La concaidan des peptides module le niveau (nombre)
d’activation des lymphocytes mais non pas le norderdivisions (Lee 2002).



L’activation doit durer au moins 20 heures poue &ificace sur les lymphocytes T naifs alors
gu’une heure est suffisante pour les lymphocytesioies (Lezzi 1998). La présence du peptide n’est
nécessaire que dans les premieres étapes d'amtivddis lymphocytes T effecteurs et mémoires (Lee
2002). La persistance du peptide est requise paer axpansion clonale (Lefrangois 2003). Ceci
explique la plus forte réponse aux vaccins vivan#gtiveés comparés aux vaccins tués ou antigenes

purifiés.

L’implication d’'une molécule de co-activation (CD2&ermet de réduire considérablement
concentration minimale de peptides (1/5 a 1/8)aodurée nécessaire pour la stimulation (Lezzi 1998)
Mais, la plupart de ces études cinétiques de esllapécifiques in vivo ont été pratiguées dans des
conditions trés artificielles, chez la souris, efisant des lymphocytes transgéniques pour le TCR.

Disponibilité des TCR membranairesLe TCR est exprimé en densité tres stable a fasudu
lymphocyte au repos (25-35 000 TCR par cellule)sdinble en fait que les TCR suivent un cycle
permanent a la surface de la cellule avec desnadisations et réexpressions. Le total des TCR est
recyclé en environ 1 heure (Liu 2000, Favier 20Qke petite fraction est éliminée mais remplacée pa
une production constante (1.4 a 2.3%, Liu 2000).

En cas de liaison a un ligand pertinent, les TAGRC[23 qui lui sont associés) qui ont été utilisésts
éliminés du cycle de renouvellement (Ginaldi 199#&trich 2002), conduisant & une décroissance de la
densité membranaire du complexe TCR-CD3 (Valitl&®7, Lee KH 2003). La décroissance a une
demi-vie de 15 a 30 secondes et atteint un plateas les 3 heures (Valitutti 1995). Elle persiste®
jours (Viola 1996). Ce phénoméne a été utilisé poasurer la cinétique d'activation du lymphocyte
(Valitutti, 1995 ; Viola, 1997 ; Jager, 2002). Lactoissance est spécifique de I'engagement sur le p-
MHC. Par exemple, en cas de double TCR, seul le Ilgiiqué est éliminé (Padovan 1995). Elle est
corrélée a l'affinité du TCR pour le complexe p-MHKIm 1996). La cinétique de renouvellement ne
semble pas modifiée par lI'activation mais le tauxedf®uvellement (synthese) du TCR peut étre triplée
(Von Essen, 2004). Par contre, des TCR sont recdégédoute la surface du lymphocyte (Edinger 2003,
Dustin 2004). Le mode de reconnaissance sont &méésv(Friedl 2002).

Les autres molécules CD4 et CD8 sont étroitemedd & I'expression du TCR au cours des
mouvements de membrane (« co-capping » -Biselli219arruso 1997-). Elles sont également
consommeées au cours du processus de reconnaissavast la cinétiqgue du TCR-CD3 (Viola 1997,
Cawthon 2002).

De nombreux TCR sont engagés simultanément. Les d@dBommeés peuvent étre remplacés par
recrutement de TCR hors synapses (Shaw 1997, G2i302l). La disponibilité de complexe p-MHC

peut étre limitante. Le nombre de peptides pertmpput étre augmenté par recrutement au sein de la



synapse (Hiltbold 2003). De plus, plusieurs (de 200) TCR peuvent lier le méme complexe p-MHC
successivement (« serial engagement » - Valil@®5, Davis M 1995 ; Hudrisier 1998, Itoh 1999,

Borovski 2002-) bénéficiant de la synapse.

Un nombre suffisant de TCR doit étre activé (Tanc@@1, Bitmansour 2002). Un minimum de
8 000 TCR membranaires (1000 avec engagement dB)C&2 requis (Viola 1996 ; Lanzavecchia
1999). Si le nombre initial de TCR engagés est fisauft, le processus d’activation peut échouer favan
d’atteindre le point de non retour vers I'entréasike cycle. La consommation (inefficace) de TCRtpe
le mettre dans un état réfractaire en attendanédanstitution du nombre nécessaire. L'anergie peut
persister 7 a 21 jours (Foulds 2002).

Phénotypes d’activation lymphocytaireAu cours de l'activation, les lymphocytes acquiémdes
molécules de surface le CD69 (Mardiney, 1993 ; Rex601, Wallace 2004) et le CD25 (chaine alpha
du récepteur d'll2 (Smith 1989), HLA-DR et CD 38amment (Biselli 1992, Carruso 1997). Les CD69
(Marzio, 1999, D’Ambrozio, 1993) et CD25 jouent udle d’amplification dans le processus
d'activation et sont nécessaires a la survie agitéelement a l'entrée dans le cycle du lymphodyte.
CD69 est une lectine calcium-dépendante fixant ldgsds carbohydrates ubiquitaires (Bezouska
1995). Il apparait dés 16-1&l'activation et persiste 1 & 2 jours. L'IL-2 esbquite dans les 24-48
heures (Burke 1997). Des données récentes suggpreta production individuelle in vivo soit encore
plus précoce (6-8 heures Sojka 2004). Le CD25 ajipapres 72 a 96 heures d'activation et persiate 2
3 jours (Nakamura 1989). Le HLA DR et le CD38 appssent plus tard et persistent plus longtemps
(Liu 2001). Le réle du CD38 dans l'activation n’gsts élucide.

Dynamique de la population lymphocytaire

La population lymphocytaire @ est estimée & 1ba 13* dans un organisme de 70kg (Pakker
1998, Sprent 1994). Environ 0.01 a 1.4% des lympiesc sont renouvelés chaque jour ce qui
correspond & une production journaliére d2200 (10° dans la reconstitution de lymphopénie induite
par VIH —~Wei 1995, Ho 1995-). La population T gamhe trés grande diversité, estimée % 10"
spécificités différentes par personne (Davis M 1995

La représentation de chaque individualité au seitacpopulation lymphocytaire dépend donc de la
diversité initiale, fortement sélectionnée maisievatonstamment dans le temps en fonction des
sollicitations extérieures. Du fait des sollicitats permanentes de 'organisme, par le milieu iexter
ou saprophyte, de nombreuses spécificités soritigidls successivement. En I'absence de régulation
drastique, ces expansions cumulées pourraient aenduune importante inflation de la population

globale ou de certains de ces clones.



Dynamique d’un clone stimulé par un antigénela reconnaissance efficace d’'un antigéne conduit
les lymphocytes T concernés a une entrée en cyyéleiee prolifération importante (Callan 1996)Ie5i
signal est suffisant, les lymphocytes T CD8+ eriteencycle de division aprés environ 36'68vec un
maximum au 3-4"jour (Hasbold 1999, Gett 2000, Foulds 2002, Le@220ll s'ensuit 6 & 8 divisions
(nombre x64 & x256) pour les T CD8+ ; pouvant athe éventuellement 15 divisions {id®llules en
7-8 jours (Hasbold 1999, Bevan 2004). Le nombre deisions reste relativement
constant (Lanzavecchia 2000). Pour des raisonsimms les lymphocytes T CD4+ ont une cinétique
de prolifération plus faible : 3 a 5 divisions pdes T CD4+ (nombre x 8 a x 32), délai de premiere
division supérieur (48-72 h), prolifération maximal 8 jours (Foulds 2002) et sont moins résistants.
Inversement, les T CD4+ sont moins sensibles a ptgs@ induite par l'activation (Maini 1998).
Chaque nouvelle division dure environ 8 a 10 hefkesmzavecchia, 2000, Schrum ; Gett 2000). La
présence du peptide n'est pas requise aprés liimtudnitiale (1-2 heures pour les lymphocytes
mémoire (Lee SJ 2002). La population concernéd peridant 7 & 10 jours et commence a décroitre
("contraction") aprés 11 jours. L'activation étay@inéralement suivi de la mort cellulaire (« actvat
induced cell death » Callan 2000). La fréquence btesphocytes T spécifigues ne dépasse
généralement pas 1-2% des lymphocytes circulantB#bli 1993, Mollet 2000, Belz 2001, Davenport-
Calina 2002, Appay 2002). En cas de nouvelle swtion, la croissance est plus précoce (pic a 5-7
jours) et plus intense (Ahmed 1996, Zimmerman 1®¥jovinac 2000, Roger 2000). La cinétique
mais aussi la qualité de réponse dépendent derée dliexposition a I'antigene (Roger 1999). Des
expgnsion oligoclongles sont possibles (Maini 198B)si, des vaccinations a germes vivant atténues

induisent une plus grande réponse qu'avec des gemnaetivés (Lefrancois, 2003).

La fraction de cellules spécifiques représentesalnoins de 1% de la totalité des lymphocytes T
circulants (Lefrancois, 2003). La stimulation expwntale de lymphocytes par infection a un virus de
la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) entraineeumés forte expansion (d’'une centaine de cellules
initiales & 10 aprés 1 semaine et 14 divisions successives)obkerpémoire résiduel est réduit 8°10
cellules (Blattman 2002). La présence de lymphexyit Spécifiques d’'un antigene tumoral (MART-1
de mélanome) a été trouvée a D% pour 1000 lymphocytes alors que la fréquence gieptiocytes
spécifiques de la grippe (Influenza matrix) était¥f pour mille (Pittet 1999). Des valeurs équivalentes
on été retrouvées pour le virus CMV (Bitmansour DO&t étaient un peu plus élevées pour le virus
EBV (1 a 4% -Hislop 2001)

Une trés faible fraction de la population stimupeit persister des décennies formant la mémoire
immunitaire (Maini 1999). Ce phénomeéne est encoed expliqué. La durée de vie d’'une cellule
immunitaire habituellement trés courte (quelguemanes) peut étre prolongée pour les cellules
mémoires centrales dans un contexte environnemeatttulier. La persistance de peptides d'intérét

également été évoquée bien que le mécanisme n'empadiconnu. Les peptides du soi pourraient



participer a cette mémoire antigénique. Quoiquhl soit, cette mémoire lymphocytaire est trés
minoritaire et difficile a évaluer par les moyeastnologiques actuels.

Modifications qualitatives. Les propriétés de liaisons du TCR sont défiegicontrairement aux
immunoglobulines, la structure du TCR n’est pasuaricée par I'environnement (Blish 1999). Par
contre, les expositions aux antigénes influentotiment sur la dynamique de population, favorisesit
spécificités les plus concernées aux dépens dessa(gxpansion sélective, -Busch 1999-). Les
lymphocytes T CD8+ sont en compétition pour engrercontact avec le p-MHC et les spécificités qui
ont la meilleure affinité seront stimulées en pté&rfavorisant certains épitopes (dominance do§ya)

et certains récepteurs (maturation d’affinité) lymapytaires (Kedke 2000).

En absence de stimulation antigénique (expérimentahez la souris), le renouvellement
homeéostatique des lymphocytes est plus lent etsniatense : T CD4+ 1 seule division, T CD8+ 3-4

divisions (Feirrera 2000).

Homéostasie lymphocytairel.’espace disponible pour les lymphocytes étant tearisau cours de la
vie, des mécanismes sont en place pour réguler geatluction et prolifération en fonction de

I'encombrement spatial (« space sensing » Jan23@ih Freitas 1999).

Homéostasie régulatrice La trés forte prolifération des lymphocytes satis crée un déséquilibre
de 'homéostasie lymphocytaire. Des mécanismesaleti®n du volume total (homéostasie) entrainent
une décroissance compensatrice de certaines gjtésifimoins sollicitées. Apres la résolution de la
cause de cette extension (ex : infection..), ldifgration est rapidement réversible (Tanchot 199€és
clones impliqués subissent une "contraction” ndeupour revenir a une représentation faible biea qu
légerement supérieure au niveau initial. En absdecaouvelle sollicitation (rappel), le clone cowig
a décroitre doucement avec le temps (Badovinac)2002

Les mécanismes ne sont pas encore clairement éfudids mécanismes d’activation pourraient étre
auto-limitants du fait de la courte disponibilité geptide pertinent, la saturation de récepteurs, la
compétition entre les ligands pour des réceptenmmsauns, la production de récepteurs solubles.s Le
lymphocytes T régulateurs pourraient jouer un imdiportant (Almeida 2005). La décroissance rapide
doit alors étre compensée par un comblement paauges clones a moins qu’'une autre stimulation

apparaisse.

Un clone ne peut pas persister a taux élevé, penmf@ngrande période de temps si la sollicitation
antigénique a disparue en dehors de prolifératistoremmisée (syndrome lympho-prolifératif). La
survie totale d’'un lymphocyte T naif CD4+ a étémneée a 78 jours et 162 pour les T CD8+ (Polic

2001). La survie est réduite a 48 et 16 jours resmment si le TCR n'est pas exprimé

expérimentalement (mimant I'absence de stimulatiobd sénescence lymphocytaire semblant



inéluctable apres 35 cycles de division (Daven@aftan 2002). La fréquence de lymphocytes
spécifiques naifs a été estimée & Hors que les cellules spécifiques mémoires, uétlies aprés
expansion et contraction peuvent atteindré a0L0° (Dunbar 2000, McMichael 2001, Pittet 2002) ce

qui correspond & environ 16u 16 cellules dans I'organisme (Dunbar 2000).

Homéostasie compensatricenversement, en cas de lymphopénie ou d’absencimelus, une
expansion spontanée se produit pour maintenir ux de « remplissage » optimum. Nous avons déja
mentionné que la production thymique peut étre amdée mais il semblerait que la majeure
compensation se produise au niveau des tissus lyidgsheecondaires (Dummez 2001), notamment de
« niches » ou I'environnement est particulierenfambrable (Khaled 2002 ). Les mécanismes ne sont
pas clairement compris. La survie des lymphocystdf@tement compromise en absence d’antigéne,
particulierement les T CD5+ (Ferreira 2000). LeRT@eut étre impliqué mais les molécules co-
activatrices ne sont pas requises (CD28, CD40..ic-Rfl01-). Les lymphocytes pourraient acquérir
une plus grande sensibilité aux peptides du saiugtantigenes périphériques (Fry 2001, Plas 2002,
Kieper 2004, Almeida 2005) par baisse de leur sdiattivation (Marleau 2005) maintenant la
prolifération de certains clones, méme au stadeémoire (Schuler, 2004). La production de facteurs
de croissance semble importante, notamment d’lleif s lymphocytes naifs et T CD4+ alors que I'll-
15 serait plus active sur les lymphocytes cytotoeg)(T CD8+, NK et {d-Marrack ; Prlic 2002-). En
cas de lymphopénie aigué importante, une prolifémedctive rapide, indépendante d’IL-7 est observée
(Min 2005).

Au cours de la croissance, la production thymigse importante pour adapter le nombre de
lyumphocyte nécessaire (Tanchot 1997). La compemsaieut egalement étre observé dans les
reconstitutions immunies par exemple au cours ditetnent du SIDA (Appay 2002, Hatzakis 2000).
Inversement, les mécanuismes d’homéostasie peéuenttilisés pour augmenter le réponse dans les
traitements par transfert cellulaire, en favorislanmultiplication des cellules transplantées (Bdac
2005)

Une production homéostatique, non déterministerrpdlétre a I'origine de trouble dysimmunitaire
en permettant a certains clones indésirables ddégrasl- notamment un déséquilibre entre les stddes
maturité. Ce mécanisme pourrait expliquer 'immwwémescence (restriction de diversité croissante
avec I'age, augmentation de dysimmunité -Le Maeyltet 'augmentation du risque des désordres
auto-immuns chez les immunodéprimés (King 2004 reMo Il a été démontré que seule une partie
(30%) des lymphocytes était sensible a la prolif@rahoméostatique (Suh). L'abaissement du seuil
d’activation pourrait étre un mécanisme de préwentie la prédominance d’'un petit nombre de clones
(oligoclonal) en élargissant le nombre de spétifecstimulées (Marleau 2005) et la compétition dimna

(Troy 2003). De plus, il semblerait que la régwatsoit restreinte a chaque compartiment T naifs, T



matures, B et ¥o permettant de maintenir un équilibre (Freitas 19@#hchot 1997). Par exemple ; la
prolifération homéostatique ne permet pas la maturade cellules naives en cellules mémoires
(Tanchot 1997). Par contre, ces mécanismes pedépasser le clivage T CD4/ T CD8 permettant une
lymphocytose T CD8 compensatoire dans la lympha@p&r€D4 induite par VIH.

Sociologie lymphocytaire L’analyse quantitative globale de la populatiomphocytaire n’a donc
pas grande signification. Les variations quantittisignificatives n'apparaissant qu’'a des staalekf$
guand les mécanismes de compensations sont dépassedyse de la population dans son ensemble
ne peut pas refléter une désordre dont seul uh gretipe lymphocytaire minoritaire (oligoclonal ou

monoclonal) peut étre responsable.

La stimulation antigénique ne modifie pas la sutethypervariable des TCR mais les compétitions
favorisent progressivement I'expansion des cloas$lus performants et/ou utiles, surtout au cdass

rappels, réduisant I'aspect la diversité de facdard@éniste (Bousso 2000).

Compte tenu de son étendue, il est difficile dgsed la diversité des TCBB. Deux moyens sont
disponibles : une série d'anticorps solubles, §ipées de la partie V de la chaifiedu TCR (24
anticorps disponibles) permet d'approcher leurritigion par cytométrie en flux (fig. 2.13).
Pratiguement tous les isotypes peuvent étre repéEssur les Lymphocytes T CD4+ (de 0.2 a 5% de
lymphocytes T CD4+ en général). La distributionss restreinte pour les lymphocytes T CD8+ mais
aucun pic n’est exprimé par plus de 10% des lymytiesc La longueur de la séquence de la partie
variable peut également étre analysée par élearepé capillaire sur séquenceur aprés RT-PCR pour
chaque chaine [/(Cabaniols, 2001, Arstila, 1999). Elle est habiemként répartie en 6 a 9 pics,
répartis de fagcon gaussienne représentant lesratit nombres de nucléotides jonctionnels ajoutés
(fig.2.12). Une restriction de diversité peut ébteservée sur des sites inflammatoires (Polymyesite
Nishio 2001).

La détection de clones spécifiques est maintenassilple avec les techniques de polyméres de
molécules MHC (Pittet 1999, Dunbar 1998).
Inversement, la détection d'un groupe lymphocytait@s homogéne (possiblement monoclonal)

persistant (plus de 6 mois) au sein d’une popubatiaussi diverse doit avoir une signification.

Conclusion : Les lymphocytes ont des caractéres phénotypigasstables, en qualité et en densité,
en dehors de sollicitation physiologiques. Seuks fiécepteurs « utiles » sont exprimés et chaque
marqueur de surface a une signification physiolegid.a modification de densité ou une expression
ectopique d’'un marqueur doivent donc avoir uneiaation sur une sollicitation en cours ou récente
et sur un risque de dysfonctionnement. Inversemnik®lst possible que des sous-types fonctionnels

particuliers restent a identifier.



La population lymphocytaire est hautement diveradaptative, en perpétuel remaniement
(plasticité) selon ses sollicitations. L'étendue ldediversité reflete I'étendue du spectre antigéai
auquel le systéme peut réagir. Une réduction dersité peut étre due a un trouble immunitaire actue
ou passé et peut signifier une fragilité face aeamironnement agressif. La détection d’'un clone
prédominant a plus de 1% de la population étudeadant une durée de quelgues mois pourrait
signifier la persistance du phénomeéne causal dfieiex) dans des conditions physiologiques ou

I'autonomisation du clone avec des risques lympbidgratifs qui restent a évaluer.

Ces propriétés de reconnaissance, adaptationigii@stréaction appropriée et mémoire conferent

au systéme immunitaire spécifique les caractétssgl’ "intelligence” ou cognitif (Cohen ).



