N

N

Sélection centrale, survie et sélection périphérique des
lymphocytes T ab CD8+
Nicolas Legrand

» To cite this version:

Nicolas Legrand. Sélection centrale, survie et sélection périphérique des lymphocytes T ab CD8+.
Immunologie. Université Pierre et Marie Curie - Paris VI, 2002. Francais. NNT: . tel-00001512

HAL Id: tel-00001512
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-00001512

Submitted on 3 Sep 2002

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-00001512
https://hal.archives-ouvertes.fr

f--..- B ﬂ
i |
I .

T et

E
ELURIE INSTITUT PASTEUR

Thése de Doctorat de I'Université Pierre & Marie Curie — Paris VI

Spécialité : Immunologie

Présentée par :

Nicolas LEGRAND
Pour obtenir le grade de Docteur de I'Université Paris VI

Sujet de la these :

Sélection centrale, survie et sélection périphérique des lymphocytds TD8'

Soutenue le 16 septembre 2002 devant un jury composé de :

Monsieur Pierre-André CAZENAVE Président
Madame Anne-Marie SCHMITT-VERHULST Rapporteur
Monsieur Philippe NAQUET Rapporteur
Monsieur Rhodri CEREDIG Examinateur

Monsieur Antonio FREITAS Directeur de these



La these est un exercice long et délicat, en venir a bout seul semble impossible ! Je voudrais
donc sur quelques lignes remercier tous ceux qui m’ont accompagné durant ces 4 dernieres

années.

Je tiens en premier lieu a exprimer mes plus sincéres remerciements aux membres du jury
pour avoir accepté d'y participer, parfois au péril d'un agenda extrémement chargé. Je
remercie P-A. Cazenave de présider le jury lors de ma soutenance de thése, ainsi que A-M.
Schmitt-Verhulst et P. Naquet pour avoir accepté d’analyser mon travail en tant que
rapporteurs. Enfin, je remercie R. Ceredig pour sa participation au jury en tant

gu’examinateur.

Merci Antonio, tout d’abord pour I'encadrement de ma thése, mais aussi pour I'ensemble des

qualités humaines qui ont fait de 'UBPL I'endroit le plus agréable pour travailler.

Mes remerciements vont bien entendu aux membres et stagiaires de I'unité, pour I'excellente
ambiance générale : Angela, Fabien, Manuela, Marie-Pierre, Maud, Patricia, Camille, mon
cousin Pol, José, Emmanuelle, Sylvie, Vanessa, Ninog, Jaime, et I'équipe de Paolo Truffa-
Bacchi. Jadresse une mention spéciale a Alix, pour la relecture du manuscrit et ses
impertinentes corrections. Pensée spéciale aussi pour Laurent, qui aura défriché le chemin
avant moi malgré tous ses efforts pour y échapper! Many thanks to you, Afonso, for your
daily assistance in the lab, but also for all the things outside the lab ! (sorry, | switched again,
as usual) Merci tout particulierement a Marie-Christine, pour son efficacité redoutable au
quotidien. J'adresse également mes remerciements a mon tuteur de thése, Yves Riviére. Enfin,
je tiens a remercier I'ensemble du personnel des salles de préparation qui facilitent le travalil

de paillasse, de maniére discrete mais néanmoins indispensable.

J'ai évidemment beaucoup de remerciements a adresser a tous ceux qui ont un jour ou l'autre
croisé mon chemin, que ce soit sur le campus de I'Institut ou non. J'adresse enfin un clin
d’oeil complice a mes petits camarades des associations de doctorants parisiennes et

nationales, dont les activités débordantes auront été plus gu’enrichissantes.

Je n‘aurais pas pu mener cette thése jusqu’au bout sans le soutien de ceux qui me sont les
plus proches. J'adresse donc mes derniers (et forcément les meilleurs) remerciements a mes

parents, a mon frére Olivier et a Mireille.



Sélection centrale, survie et sélection périphérique des celld@sCD8"

Table des matieres

TABLE DES MATIERES ...ttt e ettt e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 3......
RESUME . -« e ettt et ettt e e et e e e ettt e ettt e et e aaaaas Teeenn.
LISTE DES FIGURES ET TABLES ...ttt et et e et e e e eea e e eaaaeeaaas 8.....
LISTE DES ABREVIATIONS ...ttt et et e e e e e e e e e e e e e e e e eee e aaaes 9......
LN I 15 18 L 1 11......
I LE DEVELOPPEMENT PRECOCE DES CELLULERS. ... .utiiiiiiiiiiii et 13
A. ATlorigine : de la cellule souche au précurseur des cellules T.........ocovvvviiiiiiiiiiniiennennn. 13......
1) La cellule souche hEMAatOPOTELIGUE ... ..c.uine et aaees 13
a) Caractéristiques PriNCIPAIES. . ... ...ttt oo et ettt 13
b) L'apparition des premieres CSH dans I'embryon............oooiiiiiii i e 13
2) Vers le progéniteur des CelUIES T. ... it e e et e e e e e e e e ees 14
a) Le progéniteur commun de la lignée lymphoide. ... e 15
b) L’entrée dans le thymus force I'engagementdans lalignée T... ...t e 16
c) ... mais I'engagement dans la lignée T peut avoir lieu avant I'entrée dans le thymus....................... 16
d) Evénements de signalisation décisifs pour 'engagement dans la lignée T...............cccooviieiniinnn...
i- Facteurs de tranSCPLION ... ...t e et e s e et ettt 17
ii- [ or= R [N o] (o o o P 18
iii- La signalisation par les récepteurs IL-@R, €t C-Kit...........ooviiiiiiiiiiii e 19
3) ColoNISAtION AU tNYMUS ... .. e e ettt et e e 21
a) Colonisations successives du thymus au cours du développement...........covvvvieiiiiiiiieii i
b) Molécules impliquées dans la ColoNISALION ... ......c.iiiii i e e e e ee e aaee e 21
i- =S 1 =T | T T 22
fI- LAMOIECUIE CDA4 .. ... e e et e 23
iii- Les chémokines et [eUrs rECEPLEUIS ... ... u ittt et e e nees 23
B. LB Y MU ..o e ——————— e 24
1) Organisation dU tRYMUS .. ... et et e i e ettt et e e e e e e e e anee e 25
a) GBNBIAlITBS ... ———— e 25

b) Quelques mots sur les cellules épithéliales thymiques.............ccoceiiiiiiiiiiii i s 25

2) Vue « géographique » du développement des thymocytes ............ovviiiii i e e 26
a) Migration des thymocytes dans le thymus
b) Molécules impliquées dans les mouvements intrathymiques ..............ccoovviiiieiiiiiiieannan, 27.....
i- Les ChémoKIiNes et [eUIS MECEPIEUIS . ... . ettt et e o e e e e eaeeeaees 27
T I =Y 101 =T |1 28
3)  CONCEPL UE NMICNE ... e e 28
[I.  LASELECTION THYMIQUE DES LYMPHOCYTEST QI3 .utuitiinititiinatiieteeietet s ee e et e e e e e e 30
A, Etapes du JEVEIOPPEMENT. ......uue e e et e e e e e e e e e, 30
1) La population triple-NEgatiVe .. ...ttt e oo e e 30

TABLE DES MATIERES 3



Sélection centrale, survie et sélection périphérique des celld@sCD8"

a)

Analyse des marqueurs CD44 et CD25 ... ..o e e e 31
b) Quelques mécanismes impliqués dans le développement des thymocytes TN .........ccoovviiiiiiiiinnnnn.. 32
i- Les récepteurs IL-7ERY, €t C-Kil.........eon et e e e 32
ii- La chaine p@ et 1aB-SEIECHON .. ... 33
iii- La famille DHLH ... e 34
2) La population dOUBIE-POSITIVE. . ... .t et e et e et 35
a) GNBIAlITES ..ttt ———— e 35
b) Quelques molécules impliquées dans la différenciation vers le stade DP ...............ccovviiiiiiiinnnn, 36
3) Les populations SIMPIE-POSItIVES. . ...ttt e e e et 37
B. Lerécepteur des CellUleS T (TCR) .. ittt e e e e nenas 38
1) I o 0 1= 10T o T [ I 38
a) L’organisation des genes AU TOR .. ... .ututniitie ettt 38
i- oo ¥ K 11 o o Y P 39
ii- 0 Yo LT 1 P 39
b) La machinerie de réarrangement des génes dudPBCR..........ccoiviiiiiii i 40
i- Le mécanisme du réarrangement V(D)J........oouriiiiii it e v e 40
ii-  EXCISion ou iNVErsion d’ADN .. ......u i 41
iii- Expression des enzymes RAG et réarrangements SECONAaINES. ..........vvviueiriiiiiiieiiiiainianens 41
iv- Génération de diversité supplémentaire............cooiiiiiiiiiiiii e e e 43
2) L'@XCIUSION AIIEIIGUE. . ... e et 44
a) Exclusion allélique de 1a chaing TR ......ouiitiii it e e e ae e 44
b) Inclusion allélique de la chalne TR .......oiuii i e 45
c) Cas des souris transgéniques pour les chal®®uB du TCR ... e 46
3) Le complexe TCR-CD3 €t SON QAN ...ttt et e et e e e e e e e e aaeeenes 46
a) [T 4o (= o ] T I 1 46
D)  LeS CO-TECEPLEUrS CDA €L CDB ... .. ittt ettt ettt et s e et ettt et e e ae e anens 47
c) Le ligand du TCRIB : le complexe PAG-CMH ... ..ot i e e e 48
i- LesS MOIECUIES AU CIMH ... e e e 48
ii- La présentation des peptides sur les moléculesduCMH ... e 4001
iii- La restriction des cellules T aux molécules du CMH ..o e 50.
C.  La SAIECHON tNYMIGUE. ... ettt e et e ettt et ettt eae s aan 51
1) Sélection positive et SEIECHION NEGALIVE .........iii ettt s e e e e e e e aennens 51
a) Mise en évidence des deux types de SEIECHON .........ivii it e 51
b) Sélection et peptides du complexe PAG-CMH ... ..o e e s e e e e e D2
c) Induction de tolérance par délétion et par @aNergie ...........ccvieiiiieiieeiiii i eeeeaeeaeenes 53
2) Modéle qualitatif et modeéle quantitatif....... ..o e 54
a) Modeéle qualitatif du PEPLIAE. ... . .e e e e 54
b) Modeéle quantitatif de FaVIAItE ..........ooiiii e s 55
c) Sélection des thymocytes : « not by TCR alone » ........ccoviiiiiiii it e s s e o022 DB
3) Epithélium thymique et cellules dérivées de la moelle 0SSeUSE...........c.ooiiiiiiiiiiiii it 56.
a) Roéles respectifs durant la SElection POSItIVE..........ooii i e 57
b) Roles respectifs durant la sélection NEQative ...........ccove it iiiiii it e e s e s e e e e e a2 D8
4) Modeéle stochastique OU INSIIUCHIONISIE 2. ... .ttt ettt e e et e e e nee e 59
a) MOEIE INSEIUCHIONISTE . ...ttt et et enees 59

TABLE DES MATIERES 4



Sélection centrale, survie et sélection périphérique des celld@sCD8"

b) Choix StOChaStIQUE/SEIECT. ... ... e 60
c) Modeéle instructioniste/par dEAUL. ... ..ot e 60

1. SURVIE & SELECTION PERIPHERIQUE DES CELLULET CD8 O.....vuiviiiiiiiiiieieeieeeeeeeeee e, 62
A.  Lymphocytes T CDRAIS 1 MEMOINES ... . .uiviiiit i ee e 62

1) Caractérisation des cellules T CDBiives et mMEmOires/activees...........o.evvviieiiiiiiiiiiieiinnnnn. 62....

a) Phénotypes et caractéristiques

b) Export thymique, migration et dynamique des populations.............c.ooviiiiiiii i enn, 64..
2) Sélection périphérique des CellUIES T CD8 ... ...ttt aaeaes 65
a) Fonction des cellules T CD8 la PEFPNEIIE. ... ..uuiei e s e ae e e 65
b) AcCtiVation des CellUIES T ... e 66
c) Devenir de la réponse immunitaire : réle de la coopération cellulaire................cooooiiiiiiiii .. 67
B. Homéostasie des populations lymphocytaires T'CD8.........ccvviviiiiiiiiiiieiee et e 69
1) Homéostasie de « I'écosysteéme » IMMUNITAINE. ... .....ooiii i e e 69
a) GNBIAlIIS ...ttt e ———— e 69
b) Observations EXPENMENTAIES ... ..ttt e e e e s e e et e 70

c) Homéostasie des sous-populations lymphocytaires ............c.coviiiieiiiiii e s smmmmmmmsme o 11

d) Perturbation et NOMEOSIASIE. ... ..iiii it e e 71
2) COMPELItION [YMPNOCYIAITE . ... e e e e ees 72
3) Prolifération NOMEOSTALIGUE. ... ...\ttt ettt et e e et ettt e e e e e e e aneens 74
a) QUEIQUES FESUILALS ANCIENS. ...\ ittt et et e c——— e e e e e et e e e e raeeenaas 74
b) B =Y A oY (o g 1= LT =TT Y 74
c) Implication physiologique de la prolifération homeéostatique..............cooviiiiiii i ian! 76....
4) SUIVIE dES CEIIUIES T CDB. ... ettt ettt ettt et ettt et ettt e e neenens 77
a) Quelques estimations sur la durée de Vie............c.ooeiiiiiiiii it e e s e e eneeneenns 11
b) L= o (=10 SR e (=T U Y SO 78
i- L'interaction TCR/ICMH ... .. et et e ettt et e e e aaeees 78
ii- Peptide du SOi €1 @ntigENE . ... .ot 79
iii- LS MBI EUKINGS ... e e e e e 80
S I 7 5 82.......
l. TRAVAIL DE THESE. ..ttt tttettt et e et et et et e et et e s e et emmm e e e ettt e e ettt e et ettt e e et et e ea e e e s e e s 83
Il.  SELECTION THYMIQUE DANS DES SOURIS DOUBLERANSGENIQUES POURLHCR.......ciiiiiiiiiiieas 86
Il. SELECTION PERIPHERIQUE DANS DES SOURIS DOUBEERANSGENIQUES POURLAHCR ................... 97
V. ADAPTATION DES CELLULEST SPECIFIQUES LORS DE'IETABLISSEMENT D UNE INFECTION VIRALE
(012001 15 = 107

V. INFLUENCE DES MOLECULES DE CLASSEDU CMH SUR LA SURVIE ET LEXPANSION DES CELLULEST

CD8" (RESULTATS SUPPLEMENTAIRESE ...ttt ttttettn e et aetaet et et et e eemmt e et e et e eneeneene e eaaetaetaenennes 146
A, MOEIES EXPEMENTAUX ... etetet et e et et et et e a et caeame e e e e e e e e e e e a e eaaenaenens 146
B.  RESURALS dES fraNS OIS . .. e ittt e e e e re e 147
C. Résultats des transferts dans les receveurs déplétés en cellules NK ...........coooviiiiiiiiiiiniiinnnnn, 148
[ 15T O 8 1575 ] 150......
A. Cellules T exprimant deux TQ@R et implication dans l'autoimmunité ...................coeeveieenen. 151

TABLE DES MATIERES D



Sélection centrale, survie et sélection périphérique des celld@sCD8"

B. Développement des cellules T dans les souris DTg et exclusion allélique................ocooiiiiinis 153

C. Cellules DTE : répertoire T disponible et activité régulatrice..............c.coovviiiiiiiiiiiiiiiinen, 155

D. Adaptation des cellulesdp CD8" a leurs conditions environnementales ........................... 157

E. Molécules de classe | du CMH et survie des cellufd TD8'............ccovvviiiiiiiiiiiieiiieen, 160

B P IS PECTIVES . ..t e ————— 163
BIBLIOGRAPHIE .ttt et et et e e et et e e et e e e et 166.....
I 197......

TABLE DES MATIERES 6



Sélection centrale, survie et sélection périphérique des celld@sCD8"

Résumeée

La composition des compartiments lymphocytaires T est soumise a de constantes
modifications, sous I'effet conjugué de la production de nouvelles spécificités, de la sélection
lors d’une rencontre avec un antigene et de la mort cellulaire. Face a ces flux de cellules entre
les différents compartiments centraux et périphériques, les mécanismes de la régulation
homéostatique assurent le fait que le systeme immunitaire se maintienne a I'équilibre. A
limage d'un écosysteme, on peut alors observer que les lymphocytes T entrent en
compétition les uns avec les autres pour des niches de sélection et des ressources en guantité
limitée. Durant ce travail de thése, réalisé chez la souris, nous avons analysé le comportement
des lymphocytes B3 CD8" face a un bouleversement de leur environnement, et nous avons
travaillé sur les molécules de classe | du CMH comme modele de ressource nécessaire a la
survie des cellules @p CD8'.

Dans un premier temps, nous avons étudié la sélection centrale et périphérique de cellules T
o CD8" exprimant deux transgéenes codant respectivement pour le TCR aHY, spécifique de
'antigene male H-Y, et le TCR P14, spécifique du peptide gp33-41 issu du virus de la
chorioméningite lymphocytaire (LCMV). Ce modéele reproduit un phénomene courant dans le
systéme immunitaire, puisqu’on trouve chez 'homme et la souris jusqu'a 30% de cellules
exprimant deux TCR différents a leur surface. Nos résultats montrent que I'expression de
deux TCR par les cellules dB CD8" leur permet d’échapper partiellement a la sélection
négative dans le thymus, et de résister a la délétion clonale a la périphérie. Dans un second
temps, nous avons étudié I'établissement d’'une infection chronique par le LCMV dans des
souris nayant pour lymphocytes que des cellules T exprimant le TCR P14 (souris MoP14).
Nous avons pu observer que cette infection passe par la sélection de variants viraux
spécifiquement mutés au niveau de I'épitope gp33-41, mais également par la modification du
comportement des cellulesdB CD8" des animaux. L’ensemble de ces données plaide pour

un modéle d’adaptation des lymphocytesfrCD8" a leurs conditions environnementales.

Enfin, nous avons étendu ce travail a I'étude de I'influence des molécules de classe | du CMH
sur la survie et la prolifération homéostatique des lymphocy@® TD8", en utilisant une
gamme de souris transgéniques pour le TCR. Nos résultats montrent une variété de

comportements en relation avec la réactivité croisée supposée des différents TCR utilisés.
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Avant-propos

Mon travail de thése a été réalisé chez la souris, et s’est intéressé aux celafle€08

depuis leur développement précoce dans le thymus jusqu’a leur différenciation aprés une
réponse immunitaire. C’est pourquoi l'introduction de cette thése se propose de donner une
vue d’ensemble du développement des lymphocytes T chez la souris, méme si certains
exemples trouvés chez 'homme seront également cités. La premiéere partie de l'introduction
s'intéressera a la cellule souche hématopoiétique et a I'émergence du précurseur lymphoide
commun, jusgu’a son entrée dans le thymus. La seconde partie de I'introduction se focalisera
sur les mécanismes de sélection des thymocytes et le processus de maturation amenant a la
production de lymphocytes T matures. Enfin, la troisieme partie de I'introduction abordera
les compartiments périphériques des cellules3TCD8 . Nous essayerons alors de préciser

la dynamique des populations lymphocytaires, phénomeéne essentiel dans la régulation

homéostatique du systéeme immunitaire.
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Le développement précoce des cellules T

l. L E DEVELOPPEMENT PRECOCE DES CELLULES T

A. A l'origine : de la cellule souche au précurseur des cellules T

1) La cellule souche hématopoiétique

a) Caractéristiques principales

Il y a maintenant plus de cinquante ans que I'existence de la cellule souche hématopoiétique
(CSH) a été prouvée (Lorenz et al., 1951). Dans ces expériences, des souris et des cochons
d’'Inde ont été létalement irradiés, c’est-a-dire avec une dose qui empéche toute régénération
des cellules sanguines. Ces animaux ont pu étre sauveés de la mort par anémie aprés injection
de moelle osseuse d’'un donneur syngénique. Ainsi, il existe dans la moelle osseuse d’'une
souris adulte un précurseur des cellules sanguines.

Suite a cette découverte, la CSH a été caractérisée et une propriété remarquable a été mise en
evidence : la CSH est pluripotente. Suite a une succession d’étapes de différenciation, elle est
en effet capable de générer I'ensemble des lignées des cellules sanguines, c’est-a-dire les
lignées lymphoide, myéloide, mégacaryocytaire et érythrdfigure 1). De plus, afin
d’assurer le constant renouvellement des cellules sanguines, la CSH bénéficie d’'une capacité
a s'auto-renouveler. Cette capacité est li€e au maintien de I'expression de la télomérase dans
ces cellules (Morrison et al., 1996). Ces deux caractéristiques principales assurent une
génération des cellules sanguines durant toute la vie : les CSH s’auto-renouvellent et peuvent
se différencier au sein des organes hématopoiétiques (foie foetal, moelle osseuse, thymus,

rate), qui disposent des conditions environnementales adéquates.

b) L'apparition des premieres CSH dans I'embryon

De nombreux travaux en embryologie ont été menés pour déterminer la limite maximale a
partir de laquelle les CSH peuvent étre détectées, et pour préciser le territoire exact a l'origine
de I'émergence des CSH (revue par (Cumano and Godin, 2001)).

I a ainsi été montré que l'origine des CSH est clairement étrangére aux organes
hématopoiétiques. C'est en effet le sac vitellin, composé de mésoderme et d’endoderme
primitif, qui a été identifié chez la souris comme étant le premier lieu d’apparition des CSH,
environ au jour 7,5 de vie embryonnaire (E7,5). La majeure partie de ces premieres CSH se
différencient en cellules de la lignée érythroide qui possédent la propriété d'étre nucléées,
contrairement aux érythrocytes classiques. Les CSH ne sont pas produites uniquement dans le

INTRODUCTION13



Bone marrow

pluripotent hematopoietic stem cell
g4
Bone marrow
@ °olo oLme
U K
common common granulocyte/ mega- mega- erythro-
lymphoid myeloid macrophage  karyocyte/ karyocyte blast
progenitor progenitor progenitor  erythrocyte
progenitor
L ' ]
= | (-
Ll Blood 1 Il
Granulocytes
(or pclymurphonuc!ear leu kocyles)
R
O @) & Gl o)
neutrophll eossnophu basophil P
B cell Teell @ /C’D\I J";\(; piatelets erythrocyte
unknt{n J in?m/aﬁre
precursor monocyte dendritic cell
—1-‘\’;_# — = =
Effector cells Tissues Lymph nodes
= i 0
& R A o7
@ ' ] P (/ o ? O — ,.,—\‘:-:J
AR AT R
. immature n mature
ac_}:gtﬁd magtcel  macrophage dendritic cell dendritic cell

Figure 1: Lignées générées artir de la cellule souche méatopdétique

Chez ladulte, la cellule souche est principalement cotréenau niveau de laroelle
osseuse. Apgdifféenciation, elle géne I'ensemble des cellules sanguinesa&oir les
erythrocytes (globules rougey, les negacayocytes (productews des plaquettes,
lymphocytes et les cellules myéles Le progénitewr lymphode commun et également
capable de gémér des cellules denditiques thymiques et des cellules NK, qui

n’apparaissent pas sur ce schéma.

(Janeway C.A. & al., « Immunobiology- Theimmune systerm health and disease >5th
edition Garland Publishing)
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sac vitellin, comme I'ont montré par la suite des expériences utilisant des chimeres associant
un sac vitellin de poulet et un embryon de caille (Dieterlen-Lievre, 1975). En effet, dans ces
expériences, les progéniteurs du sac vitellin ne contribuent pas durablement a I'érythropoiése,
alors que les cellules intra-embryonnaires de la région Sp/AGM (splanchnopleure, et ses
dérivés aorte, gonades, mesonephros) fournissent des précurseurs hématopoiétiques a long
terme. Ainsi, deux vagues de CSH sont générées de maniére indépendante dans le sac vitellin,
puis dans la région Sp/AGM.

Chez la souris, c’est entre les jours E9 et E12,5 que la région embryonnaire Sp/AGM montre
une production de CSH et de précurseurs lymphoides, qui sont capables de reconstituer
durablement le systeme hématopoiétique d’'une souris létalement irradiée (Medvinsky and
Dzierzak, 1996; Muller et al., 1994). On peut également trouver des CSH pluripotentes dans
le sac vitellin au jour E11 (Muller et al., 1994). En fait, ces CSH dérivent de la région
Sp/AGM et passent dans le sac vitellin lorsque la circulation sanguine se met en place dans
'embryon, entre les jours E8 et E10,5. Ces CSH peuvent servir a reconstituer un adulte, mais
c’est avec les populations directement isolées de la région Sp/AGM que les taux de
reconstitution sont les meilleurs, ce qui renforce I'idée selon laquelle les CHS adultes sont
bien originaires de la région Sp/AGM, pénétrent dans la circulation et colonisent le foie foetal,
puis la moelle osseuse peu avant la naissance.

Ainsi, la premiere vague de précurseurs issus du sac vitellin est orientée vers une production
rapide d’érythrocytes pour pallier le déficit de circulation passive d’oxygéne d’origine
maternelle, avant la production d’érythrocytes par le foie faetal qui démarre vers le jour E11.
Dans un second temps, les précurseurs issus de la région Sp/AGM générent des CSH
pluripotentes qui pourront coloniser le foie foetal et permettre enfin I'nématopoiése durant la
vie adulte a partir de la moelle osseuse. On peut préciser que des sites intra-embryonnaires
similaires ont été identifiés chez 'amphibien (Turpen et al., 1997), les oiseaux (Dieterlen-
Lievre, 1975), la souris (Godin et al., 1993; Medvinsky et al., 1993) et I'hnumain (Tavian et al.,
1996).

2) Vers le progéniteur des cellules T

Le thymus est colonisé durant toute la vie par des progéniteurs dérivant des CSH. Toutefois,
les cellules qui colonisent le thymus peuvent étre plus ou moins engagées dans la lignée
lymphoide. Selon I'hypothese dominante, la différenciation vers la lignée lymphoide passe

tout d’abord par le progéniteur lymphoide commun (PLC), capable a son tour de dériver vers

les lignée T, B et NK (revue par (Shortman and Wu, 1996)). Dans ce schéma
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développemental, la CSH s’engage lors de sa premiere étape de différenciation soit vers la
lignée myéloide, pour générer les polynucléaires (basophiles, éosinophiles, neutrophiles), les
macrophages, et les mastocytes, soit vers la lignée lymphoide, ou encore vers les lignées
mégacaryocytaire et érythroide. Cependant, d’autres modeles envisagent que la CSH puisse se
différencier en progéniteurs bipotents (lymphocytes T et cellules myéloides ; lymphocytes B
et cellules myéloides), ou encore directement en progéniteurs mono-compétents.

Comment conférer cette plasticité au systeme, qui permet a des progéniteurs multipotents de
s’orienter dans une voie de différenciation en fonction de I'environnement et des signaux
recus ? Cette flexibilité semble permise par la « promiscuité entre lignées » : initialement, un
certain nombre de genes lignée-spécifiques importants sont exprimés a faible niveau par les
progéniteurs multipotents et, suivant les événements, I'expression de certains de ces géenes est
sélectivement perdue pendant que les cellules progressent dans leur différenciation (Greaves
et al., 1986). Nous allons maintenant préciser la nature du progéniteur des lymphocytes T,
puis nous aborderons les événements principaux qui débouchent sur 'émergence de cette

cellule.

a) Le progéniteur commun de la lignée lymphoide

Considérant la difficulté des expériences a mener, il n'est pas certain qu’'une réponse
définitive puisse étre apportée quant a la nature exacte du PLC. Un certain nombre
d’expériences récentes vont dans le sens de son existence et précisent son phénotype,
notamment grace a I'étude de I'invalidation fonctionnelle de géenes impliqués dans des voies
de signalisation intracellulaire, ou bien codant pour des facteurs de transcription impliqués
dans la différenciation lymphoide. Les résultats obtenus jusqu’ici ont permis d’isoler un
progéniteur commun capable de générer des lymphocytes B, des lymphocytes T, et des
cellules NK (Matsuzaki et al., 1993; Wu et al., 1991a). De plus, ce PLC peut donner des
cellules dendritiques thymiques (Ardavin et al., 1993), mais ce dernier cas reste discuté (Di
Santo et al., 2000). Les travaux menés pour identifier le PLC lui conferent le phénotype Lin
IL-7Ra* Sca-P" c-kit"" en comparaison avec la CSH dont le phénotype esiLL-ifRa

Sca-1 c-kit" (revue par (Akashi et al., 1998; Shortman and Wu, 1996)). En se basant sur ce
phénotype, le PLC a pu étre mis en évidence dans la moelle osseuse de souris ; son caractéere
pluripotent restreint aux lymphocytes T, B et NK a été démontré dans des expériences de

reconstitutionin vivo (Kondo et al., 1997b).
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b) L'entrée dans le thymus force 'engagement dans la lignée T...

L’existence d'un PLC semble avérée, mais il reste a savoir si 'engagement dans la lignée
lymphoide T est directement di a I'entrée dans le thymus ou non. Certaines expériences
prouvent un effet indéniable de I'environnement cellulaire sur le choix de différenciation.
Ainsi, I'équipe de K. Shortman a étudié le précurseur T le plus précoce dans le thymus, qui
exprime de faibles niveaux de surface du co-récepteur CD4 (Wu et al.,, 1991b), et a pu
montrer que cette population thymique se différencie en cellules T lorsqu’elle est injectée
dans le thymus d’'un receveur irradié, mais également en cellules B si elle est injectée par voie
intraveineuse (Wu et al., 1991a). Ces résultats ont été confirmés en comparant le potentiel de
reconstitution respectif des cellules c-kiin- Thy-1°" issues du thymus ou bien de la moelle
osseuse (Matsuzaki et al., 1993). De plus, cette étude renforce l'idée selon laquelle les
précurseurs trouvés dans le thymus sont engagés plus en avant dans la voie de différenciation
vers la lignée lymphoide. En effet, la différenciation en cellules T apres transfert direct dans le
thymus d’un receveur irradié est plus rapide avec les cellules thymiquésLakiThy-1°"

gu’'avec les cellules triees a partir de la moelle osseuse.

c) ... mais I'engagement dans la lignée T peut avoir lieu avant I'entrée dans le thymus

L'influence de I'environnement cellulaire est évidente : I'environnement thymique pousse les
précurseurs qui y pénétrent a s’engager vers la lignée lymphoide T. Toutefois, il pourrait étre
possible que les précurseurs hématopoiétiqgues soient déja, au moins en partie, pré-engagés
dans la lignée lymphoide T avant I'entrée dans le thymus.

En effet, il a été montré que des précurseurs engagés dans la lignée T, dits « pro-
thymocytes », peuvent étre isolés a partir du sang feetal de souris (Rodewald et al., 1994). II
est a noter que ces cellules, de phénotype ThyKit°™, portent des réarrangements des
genes de la chairfedu récepteur des cellules T (TCR), et ce avant la colonisation du thymus
foetal. Dans le méme ordre d’idée, un précurseur NK&Kit®" des cellules T et NK a été
identifié chez la souris foetale, dans le sang et la rate (Carlyle and Zuniga-Pflucker, 1998). Si
ces cellules partagent certaines caractéristiques avec les pro-thymocytes décrits par Rodewald
et collégues, il est intéressant de noter que ces précurseurs’ NKit'?" conservent les

locus3 du TCR en configuration germinale, ce qui sous-entend que le plein engagement de ce
précurseur dans la lignée lymphoide T nécessite I'entrée dans le thymus. Des résultats
similaires ont été récemment obtenus a partir d’'une populationB22kit" CD19 du foie

foetal de souris (Douagi et al.,, 2002). Toutes ces données suggérent qu'un ensemble de
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précurseurs différents, plus ou moins engagés dans la lignée lymphoide (PLC versus

précurseur T/NK), participe a la colonisation du thymus.

d) Evénements de signalisation décisifs pour 'engagement dans la lignée T

Beaucoup de travaux ont été effectués afin de caractériser un peu mieux les événements
moléculaires impliqués dans la différenciation vers la lignée T. Cela passe notamment par
l'identification des voies de signalisation et des facteurs de transcription contrélant ce
processus de maniere globale. Cette approche a permis de révéler la complexité du processus,
comme le montrent quelques unes des revues récentes (Akashi et al., 2000; Clevers and
Ferrier, 1998; Di Santo et al., 2000; Kuo and Leiden, 1999).

i- Facteurs de transcription

Au moins trois familles de facteurs de transcription ont été identifi€s comme exercant un réle
majeur dans I'engagement définitif vers la lignée T, a savoir les familles des protéines Ikaros,
Ets, et GATA Figure 2).

Le genelkaros génere par épissage alternatif une famille de facteurs de transcription
possédant des domaines de liaison a I'ADN de type « doigt de zinc ». Diverses lignées de
souris mutantes pour le gelk@ros ont été créees, afin d’étudier I'effet de I'absence d’'un des
domaines sur I'action des protéines Ikaros. Chez une de ces lignées mutantes, les précurseurs
sont incapables de conduire a I'établissement correct de la lignée myéloide, et le nhombre
absolu de CSH est réduit (Nichogiannopoulou et al., 1999). Ces résultats suggerent que la
famille Ikaros exerce un r6le dans la génération, I'auto-renouvellement et/ou la différenciation
des CSH. Globalement, les souris invalidées pour le giaeos montrent une
immunodéficience sévére des lignées T, B et NK (Georgopoulos et al., 1994). |l s’avére que
Ikaros peut interagir avec un certain nombre de protéines partenaires, ce qui en fait un point
clef du développement des lymphocytes. Ainsi, il a été montré que Aiolos, un homologue de
Ikaros exprimé uniquement dans la lignée lymphoide, peut interagir avec lkaros pour réguler
le développement des lymphocytes T (Morgan et al., 1997).

La famille Ets est composée de facteurs de transcription qui partagent un domaine de fixation
a 'ADN de type «winged helix-loop-helix », et qui régulent I'expression d’'une grande
variété de genes. lls influent notamment sur les mécanismes de différenciation cellulaire, et ce
de la mouche jusqu’aux mammiferes les plus complexes. La protéine PU.1, appartenant a la
famille Ets, exerce un rdle dans I'engagement vers les lignées lymphoide et myéloide, comme

I'a montré un mutant de PU.1 |étal aux stades embryonnaires tardifs et présentant un défaut
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des deux types de progéniteurs (Scott et al., 1997). Toutefois, il faut rester prudent quant au
réle effectif de PU.1 dans I'engagement dans la lignée T : en effet, une autre équipe a analysé
un second mutant de PU.1, létal aprés la naissance si et seulement si les souriceaux ne sont
pas traités avec des antibiotiques pour éviter une septicémie sévére. Chez les animaux traités,
des cellules T apparaissent apres quelques jours, ce qui indique que PU.1 n’est essentiel que
pour le développement des macrophages et des cellules B (McKercher et al.,, 1996).
Autrement dit, 'absence d’expression de PU.1 aprés la naissance n’empéche pas I'émergence
de populations de lymphocytes T.

Enfin, les facteurs de transcription GATA — au moins six sont identifiés — possedent comme
Ikaros un domaine de fixation a 'ADN de type « doigt de zinc ». Le r6le de GATA-3 dans
'engagement dans la lignée T a été démontré dans un systéme de souris chimériques,
linvalidation du gene codant pour GATA-3 étant létale suite notamment a des anomalies
cérébrales, un syndrome d’anémie et des hémorragies abdominales (Pandolfi et al., 1995).
Dans ces chiméres, les précurseurs GATA8 donnent pas de cellules de la lignée T, méme

aux stades les plus précoces, alors que leur contribution aux lignées B, myéloide et érythroide

est normale (Ting et al., 1996).

ii- Le cas de Notch-1

Récemment, plusieurs études ont tenté de démontrer le réle de Notch dans le choix de
différenciation des progéniteurs T (Deftos and Bevan, 2000). En effet, cette famille de
protéines, dont 4 membres ont été identifiés chez les mammiferes, est connue pour son role
primordial dans le choix de différenciation cellulaire au cours du développement. La
redondance possible entre les 4 récepteurs identifiés et leurs multiples ligands rend difficile
I'étude du réle de Notch dans le développement vers la lignée T, cependant il semble que
Notch-1 posséde une influence majeure dans ce processus. L'invalidation du gene codant
pour Notch-1 est Iétale a un stade embryonnaire précoce, ce qui est compatible avec son
influence lors du développement embryonnaire (Conlon et al., 1995). On peut citer deux
systémes qui ont été utilisés pour contourner ce probléme (Pui et al., 1999; Radtke et al.,
1999).

Dans le premier cas, des CSH isolées a partir de moelle osseuse de souris ont été infectées
avec un rétrovirus codant pour une forme constitutivement active de Notch-1 (Notch-IC).
Apres reconstitution de souris irradiées avec ces CSH modifiées, 'émergence rapide d’'une
population de cellules T immatures double-positives ‘GLI48" est observée dans la moelle

osseuse. On peut penser qu'il s'agit d’'un engagement anarahigiiie de progéniteurs vers
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la lignée T, car cela a lieu indépendamment de I'existence d’'un thymus fonctionnel ou non.
Par contre, le développement des cellules B est bloqué dans ce systeme, et la différenciation
de la lignée myéloide n’est pas affectée (Pui et al., 1999). Ce travail a été répété en induisant
I'expression ectopique de Notch-1 dans des CSH RAGapables de réarranger les génes
codant pour les récepteurs des lymphocytes T et B (Allman et al.,, 2001). De maniere
intéressante, il a été observé que les précurseurs s’engagent alors dans la lignée T, a nouveau
dans la moelle osseuse, mais sont bloqués a un stade trés précoce8b44 CD25),

ce qui indique que le signal délivré par Notch-1 ne peut pas se substituer au signal induit
apres I'expression de la chappelu TCR.

Alternativement, un second groupe a choisi de créeémonk-outinductible deNotch-1en

utilisant le systeme de délétion Cre-LoxP (Radtke et al., 1999). L’invalidation du géne chez
des nouveaux-nés induit une diminution drastique du développement des cellules T et une
accumulation de cellules B immatures dans le thymus. De méme, I'induction de la délétion de
Notch-1 sur des cellules de moelle osseuse de souris utilisées pour une reconstitution
confirme ce blocage du développement T en absence d’'une expression normale de Notch-1.
Toutes les autres lignées (myéloide, érythrocytaire, cellules NK) ne semblent pas affectées
dans ce systéme.

L’ensemble de ces résultats fait de Notch-1 un candidat potentiel pour le choix d’engagement
de différenciation entre les lignées T et B a partir du PLC, dans le sens ou Notch-1 est
nécessaire, voire suffisant, pour I'apparition de cellules T immatures.

ii- La signalisation par les récepteurs IL-IR; et c-kit

La cytokine « clef » du développement des lymphocytes T et B est I'lL-7, qui est exprimée
notamment par les cellules stromales de la moelle osseuse et du thymus (revue par (Akashi et
al., 1998; Di Santo et al., 2000)). Les immigrants thymiques les plus précoces expriment la
chainea du récepteur a I'lL-7 (CD127) et la chaiyge commune aux récepteurs des
interleukines IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 et IL-15. Le récepteur IL-@R, utilise pour sa
signalisation les Janus kinases JAK-1 et JAK-3, ainsi que les molécules STAT-1 (Signal
Transducer and Activator of Transcription), STAT-3 et STAT-5. Il est a noter que
l'invalidation des génes codant pour I'IL-7 ou la chaine Ila7RBrovoque un blocage
incomplet du développement des lymphocytes B et T, voire complet dans le cas des cellules T
yd (Peschon et al., 1994; von Freeden-Jeffry et al., 1995). Le blocage touche d’autres
populations cellulaires dans le cas de l'invalidation de la chaioar les cellules NK sont

egalement absentes (DiSanto et al., 1995). Globalement, la comparaison du phénotype de ces
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trois lignées de souris mutantes montre une grande similarité, avec des défauts de maturation
des cellules Tap et une forte diminution du nombre de thymocytes, mais quelques
différences peuvent étre relevées. Ainsi, le phénotype des sourisiit §#nble un peu plus
sévere au niveau des cellulegffT ce qui a amené a s'’interroger sur le role de la molécule
TSLP (Thymic Stromal cell-derived Lymphopoietin) (revue par (Di Santo and Rodewald,
1998)). Cette molécule est un ligand potentiel de la chaine dLsHRile, c’est-a-dire sans
association avec la chainge. L’interaction TSLP/ IL-7Rx pourrait donc partiellement
rattraper le phénotype délétere des souris’llo@y.”, méme si l'influence de cette voie de
signalisation apparait au final comme relativement mineure.

La seconde voie de signalisation particulierement importante pour le développement précoce
de la lignée lymphoide implique le récepteur c-kit (CD117) et son ligand principal SCF (Stem
Cell Factor). Le récepteur c-kit, de type tyrosine kinase, est exprimé trés to6t par les
précurseurs hématopoiétiques, y compris par les CSH. Il est trouvé a la surface des « pro-
thymocytes » (Rodewald et al., 1994) et de plusieurs précurseurs intrathymiques des cellules
T. Son ligand SCF existe, du fait de la possibilit¢ d’'un épissage alternatif, sous les deux
formes soluble et membranaire, et il est produit notamment par les cellules stromales du
thymus. Similairement aux résultats observés avec la voie de signalisation a I'lL-7, les
déficiences observées en I'absence du récepteur c-kit ou de son ligand sont sévéres mais pas
totales (Di Santo and Rodewald, 1998). Ainsi, les souris™¥-kibntrent une réduction de 40

fois du nombre de précurseurs T les plus précoces, définis comme™ThRA™", et un
phénotype similaire est obtenu avec des thymus'S@feffés a des souris normales
(Rodewald et al., 1995). Cependant, cette observation pourrait également étre liée a un défaut
de colonisation du thymus par les progéniteurs, le réle de c-kit dans la migration d’autres
lignée cellulaires étant avéré (Takeda et al., 1997).

Ainsi, la survie et la prolifération des précurseurs lymphoides précoces est particulierement
dépendante des signaux deélivrés par CD117/c-kit et par le récepteur a I'lL-7ol-7Ra

relative permissivité du développement des lymphocytes en I'absence d’une des deux voies de
signalisation suggere qu’ils sont potentiellement interdépendants. Cela a été clairement
confirmé avec des animaux déficients a la fois pour I'expression de c-kit et de la chaine

communey,, chez lesquels le développement T est totalement abrogé (Rodewald et al., 1997).
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3) Colonisation du thymus

Le thymus est la principale source de lymphocytes T durant I'existence. Entre I'apparition des
CSH dans I'embryon et la production effective de cellules T matures, il est nécessaire que les
CSH se différencient vers la lignée lymphoide T et que le thymus soit colonisé. Il faut de plus
garder a l'esprit que ce processus met en jeu des dynamiques complexes du fait de la
production de progéniteurs dans le foie foetal ou la moelle osseuse, de la migration de ces

progéniteurs et de leur différenciation avancée sous I'effet du micro environnement thymique.

a) Colonisations successives du thymus au cours du développement

Nous avons vu qu’il existe deux vagues de CSH lors de la vie embryonnaire, et que les CSH
du sac vitellin géneérent principalement des cellules de la lignée érythroide. En revanche, les
CSH issues de la région Sp/AGM vers le jour E10,5 colonisent le foie foetal et les ébauches du
thymus foetal, donnant alors lieu & une premiére vague de précurseurs des ceffigaseT (

3). Une part des CSH présentes dans le foie foetal prolifére et progresse plus en avant dans la
différenciation en progéniteurs de la lignée lymphoide, qui colonisent a leur tour le thymus
foetal, massivement vers le jour E13 (Ema et al., 1998). Une seconde part de ces CSH colonise
la moelle osseuse, qui devient alors le siége principal de la production de progéniteurs de la
lignée lymphoide durant la vie adulte, comme cela a été notamment montré a I'aide de souris
en parabiose, c’est-a-dire avec une circulation croisée (Donskoy and Goldschneider, 1992).
Ainsi, le thymus embryonnaire est colonisé par plusieurs vagues successives de précurseurs,
mais ils ne semblent pas tous posséder la méme capacité a générer des lymphocytes T. En
effet, il a été proposé que les premiers immigrants thymiques (jour E11 environ) sont moins
efficaces pour donner des thymocytes, comparativement a la deuxieme vague de colonisation.
Cette deuxiéme vague, en provenance du foie feetal (a partir du jour E13), semble en effet
plus avancée dans la voie de différenciation T (Douagi et al., 2000). Chez Il'adulte, la
colonisation du thymus par les précurseurs T est par contre censée étre continue a partir de la
moelle osseuse. Une étude complexe indique toutefois que les précurseurs pourraient en fait
toujours coloniser le thymus adulte par vagues, chacune séparée de la suivante par un délai

d’environ 4 semaines (Foss et al., 2001).

b) Molécules impliguées dans la colonisation

Un certain nombre de molécules influent sur la migration des cellules hématopoiétiques,
notamment via I'adhésion a I'endothélium. En général, on considére schématiquement que

I'extravasation des leucocytes vers les zones d’inflammation tissulaire fait intervenir plusieurs
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procéedeés : les premiers types d’adhésions sont plutot transitoires, permettant au lymphocytes
de littéralement rouler sur la paroi des vaisseaux (« rolling »), et font intervenir les sélectines ;
les seconds types d’adhésions cellulaires, plus fermes, sont médiés par les intégrines. Les
chémokines sont également connues pour étre des médiateurs du recrutement cellulaire et de
I'activation des lymphocytes. Certaines de ces familles de molécules sont impliquées a divers

degrés dans la colonisation du thymus, essayons a présent d’en dégager les principales.

i- Les intégrines
Les intégrines forment une large famille de récepteurs impliqués dans I'adhésion cellulaire
(Hynes, 1992). Elles sont toutes constituées en hétérodimeres de deux sous-enifés
sachant qu’il existe au moins et 14 sous-uniiést 8 sous-unitéB, et qu'un degré de
complexité supplémentaire est introduit par des possibilités d’épissage alternatif. Toutes les
combinaisons ne sont pas forcement trouvdesvg mais les intégrines existantes possedent
en général plusieurs ligands et vice-versa. Ces quelques éléments suffisent a imaginer la
complexité et les redondances possibles du systeme.
Les exemples les mieux documentés au niveau des leucocytes sont les ingguossne
I'intégrine a, B,/LFA-1 (Lymphocyte Function Antigen-1) (Hynes, 1992; van Kooyk et al.,
1989), et les intégring3, (Potocnik, 2000). Ces derniéeres ont été identifiees comme jouant un
r6le majeur dans la colonisation des sites de I'hématopoiese dés le stade fcetal, y compris le
thymus. En effet, les CSB,™ sont pluripotente vitro et sont massivement présentes dans
le sang feetal mais montrent un défaut de migration vers les organes de I'hématopoiése
(Hirsch et al., 1996). Ces résultats sont controverseés, car I'analyse de chimeres de moelle
osseuse utilisant des précurseurs avec une délétion inductible d@lgeeerévéle aucun
défaut compétitif sur la rétention des CSH dans la moelle osseuse, 'hématopoiese en général
ou la migration lymphocytaire (Brakebusch et al., 2002). Toutefois, la reconstitution de
thymus avec des précurseurs de moelle oss@dsemontre un défaut transitoire en
comparaison avec les précursefits. Ce défaut est transitoire, car il est clairement détecté 5
semaines apres reconstitution, mais plus a 8 semaines, et aucune sous-population thymique ne
semble particulierement affectée (Brakebusch et al., 2002). Ces apparentes contradictions
pourraient étre dues a une redondance entre intégrines ou bien a d’autres mécanismes
compensatoires.
Les intégrines a, ont été impliquées dans un grand nombre de phénomeénes durant

I'hématopoiese, plus particulierement durant I'érythropoiése. Les souris déficientes, pour
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possedent un blocage précoce dans le développement B, les précurseurs T s’y montrent
incapables de quitter la moelle osseuse, et il est enfin suggeré que leadlg'ateroit aprés

la naissance, la colonisation du thymus par des précumsgliétant observée durant la vie
prénatale dans des souris chimériques (Arroyo et al., 1996; Arroyo et al., 1999). En outre, des
expériences conduites vitro laissent apparaitre un role possible des intégrnedans

I'adhésion des progéniteurs aux lobules thymiques (Kawakami et al., 1999).

ii- La molécule CD44

L’interaction de CD44 avec son ligand principal, I'acide hyaluronique, a été impliquée dans
'adhésion des lymphocytes aux cellules endothéliales (DeGrendele et al., 1996). Ce
mécanisme contribue a I'extravasation des leucocytes, par exemple en réponse a une
inflammation. Or, les progéniteurs qui colonisent le thymus expriment ce récepteur CD44, qui
est d'ailleurs utilisé comme marqueur pour définir certaines étapes discretes du
développement précoce des thymocytes. En conséquence, Kawakami et collegues ont
€galement cherché a préciser le réle de CD44 lors de la colonisation du thymus (Kawakami et
al., 1999). Les expériences indiguent que ce récepteur cellulaire n'est pas impliqué dans
'adhésion au niveau des lobules thymiques. En revanche, CD44 joue un rble dans la
migration des progéniteurs vers l'intérieur du thymus et dans les mouvements intrathymique

des précurseurs T.

ii- Les chémokines et leurs récepteurs

Les chémokines sont de petites protéines, en général sécrétées, et elles sont connues pour leur
réle dans la migration cellulaire, la transcription de certaines cytokines ou encore l'induction
des intégrines. Elles sont classées dans quatre familles (C, CC, CXC et CX3C) en fonction du
nombre de cystéines situées sur la partie amino-terminale et suivant le nhombre de résidus
séparant ces cystéines (revue par (Zlotnik and Yoshie, 2000)). Concernant le role des
chémokines dans la colonisation du thymus, il faut bien avouer que le terrain n’est pas encore
entierement défriché. Ainsi, le profil d’expression des multiples ligands dans les différentes
régions de l'organisme n’est pas connu de maniére fine. L’interaction entre le récepteur
CXCRA4, fortement exprimé par les précurseurs lymphoides pénétrant dans le thymus, et son
ligand SDF-1/CXCL12 (Stromal Derived Factor-1), fortement exprimé par le thymus fcetal et
la région externe du cortex thymique chez l'adulte, constitue un des modéles les mieux
étudiés pour confirmer le réle des chémokines dans la colonisation du thymus (revue par

(Norment and Bevan, 2000)). Il faut toutefois modérer ces observations, I'analyse des souris
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CXCR4" par I'équipe de D. Littman ayant montré un développement thymique normal (Zou
et al.,, 1998). Les redondances possibles entre les différents récepteurs aux chémokines et
leurs ligands pourraient expliquer ces contradictions.

La cellule souche hématopoiétique est a I'origine d’une grande variété de lignées celjulaires,
allant des érythrocytes aux macrophages, en passant par les lymphocytes. Il est mpintenant
admis que les lymphocytes T sont issus d’'un progéniteur commun a I'ensemble de | lignée
lymphoide. L'engagement de ce progéniteur vers la lignée T peut étre antérieur a sop entrée
dans le thymus. Cependant, dans des conditions physiologiques normales, le progényteur des
lymphocytes T a besoin de I'environnement thymique pour se différencier correctenjent en
thymocyte. Les processus en jeu impliquent un ensemble complexe de mécanigmes de
signalisation sous controle d’'une balance sensible, notamment entre différents facfeurs de

transcription.

B. Le thymus

Le thymus est le lieu majeur de la production des lymphocytes T durant I'existence. En effet,
le thymus est continuellement colonisé par les précurseurs des lymphocytes T, et ce dés la
période embryonnaire, et ces précurseurs s’y différencient pour donner des cellules T matures.
Le développement des lymphocytes T est permis par le micro-environnement cellulaire
spécialisé, qui fournit aux thymocytes les facteurs nécessaires et les conditions adéquates.
Historiquement, le rdle du thymus dans la lymphopoiése a été démontré par des expériences
de thymectomie néo-natale chez la souris (Miller, 1961). Dans ces expériences, Miller a pu
observer que la thymectomie induit une diminution du nombre de lymphocytes, une
susceptibilité accrue des souris aux infections et I'absence de rejet immédiat d’'une greffe

allogénique.
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1) Organisation du thymus

a) Geénéralités
On peut schématiquement considérer que les deux lobes thymiques sont constitués d’une
multitude de lobules, formés eux-mémes d’'une région externe, le cortex, et d’'une région
interne, la medullaKigure 4). L'origine de ces deux régions est semble-t-il différente, méme
si cela reste controversé : ainsi, la région corticale pourrait étre d’origine ectodermique et la
région médullaire d’origine endodermique. Le thymus apparait suite a de multiples
invaginations de ces régions, qui viennent a se refermer sur elles-mémes, aux environs du
11°™ jour embryonnaire chez la souris.
Le micro-environnement thymique possede une importance cruciale dans le développement
des cellules T. Ainsi, les sourisude (hw/nu) présentent un défaut dans la formation du
thymus qui empéche l'apparition de cellules(d fonctionnelles (Jenkinson et al., 1981; Van
Vliet et al., 1985). La base architecturale du thymus, appelée stroma thymique, est constituée
par les cellules épithéliales du cortex et de la medulla, qui sont d’origine thymique, et par des
cellules d’origine hématopoiétique. Ces cellules dérivées de la moelle osseuse — cellules
dendritigues et macrophages — ne sont pas distribuées équitablement entre le cortex et la
medulla. En effet, les cellules dendritiques et la plupart des macrophages sont concentrées au
niveau de la medulla. La distribution de ces cellules met donc en évidence des compartiments
jouant des rdles distincts dans la maturation des thymocytes (revue par (Anderson and
Jenkinson, 2001; Picker and Siegelman, 1999; van Ewijk, 1991)).
Chez la souris adulte, le nombre total de thymocytes est d’environ 100 a 200 millions. De
maniére remarquable, le thymus est le siege d’'une mort cellulaire massive touchant les

thymocytes, du fait des processus de sélection thymique.

b) Quelgues mots sur les cellules épithéliales thymiques

La controverse sur I'origine embryonnaire respective des cellules épithéliales du cortex et de
la medulla est liée a des observations menées par N. Le Douarin & al. en utilisant le systeme
de chiméres embryonnaires entre la caille et le poulet (Le Douarin and Jotereau, 1975). Avec
ce systéeme expérimental, il a été observé que des rudiments thymiques possédant une
architecture normale pouvaient se mettre en place sans contribution de I'ectoderme. Il n'est
donc pas clairement défini si les cellules épithéliales du cortex et de la medulla dérivent de
deux populations distinctes de précurseurs, ou bien d'un précurseur commun. Quelques

études favorisent cette derniére hypothese, grace a lidentification de populations rares de
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cellules épithéliales exprimant les deux marqueurs TR4 et TR5 (Ropke et al., 1995), ou
encore les kératines K5 et K8 (Klug et al., 1998), alors que I'expression de ces molécules est
généralement restreinte soit aux cellules épithéliales du corteX @&} soit de la medulla

(TR5" K5%). Ces populations rares pourraient donc représenter un intermédiaire immature des
cellules épithéliales thymiques, mais cela reste a préciser. En bref, les mécanismes qui
contrblent le développement des cellules épithéliales du thymus sont mal connus, et cela est
clairement souligné par le nombre restreint de molécules qui y ont été impliqués (revue par
(Anderson and Jenkinson, 2001)).

2) Vue « géographique » du développement des thymocytes

a) Migration des thymocytes dans le thymus

La quasi totalité de la maturation des thymocytes se déroule au niveau du cortex, ce qui
explique que les thymocytes immatures y soient concentrés. Toutefois, ce processus de
maturation n’est pas statique, les thymocytes sont amenés a se déplacer entre les différentes
régions du thymus durant leur différenciation. Pour commencer, les précurseurs les plus
précoces des cellules T sont principalement trouvés dans le thymus au niveau de la région
sous-capsulaire, autrement dit la région la plus externe du cortex. C'est dans cette région
gu'on peut d’ailleurs mettre en évidence les thymocytes CD& en prolifération. Nous

verrons plus tard que cette observation ne veut pas forcément dire que les progéniteurs les
plus précoces pénétrent dans le thymus par cette zone. Au cours de leur différenciation, les
thymocytes s’enfoncent plus profondément dans le cortex vers la medulla, et atteignent en
général le stade de développement caractérisé par I'expression simultanée des deux molécules
CD4 et CD8 a leur surface.

La jonction cortico-médullaire est propice aux étapes de sélection des lymphocytes T, dont
nous analyserons les mécanismes dans un chapitre ultérieur. En effet, on trouve dans le
stroma du cortex des cellules épithéliales, dont les caractéristiques leur permettent de jouer un
réle primordial dans la sélection des thymocytes. La medulla, notamment a proximité du
cortex, contient de nombreux macrophages et cellules dendritiques, qui sont également des
acteurs de cette sélection. En progressant dans leurs étapes de différenciation, les thymocytes
traversent la jonction cortico-médullaire et passent dans la medulla.

L’'entrée des précurseurs précoces dans le thymus et la sortie des thymocytes matures
pourraient potentiellement avoir lieu au niveau de la jonction cortico-médullaire (Ceredig and

Schreyer, 1984), mais cela reste discuté du fait de I'utilisation d’animaux irradiés lors de cette
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ancienne observation. Pour aller dans le sens de cette hypothese, on peut toutefois remarquer
gue cette zone est riche en vaisseaux. Il est donc envisagé que I'entrée des précurseurs et la
sortie des cellules T matures utilise des vénules ou des vaisseaux lymphatiques se trouvant au
niveau de la jonction cortico-médullaire (revue par (Prockop and Petrie, 2000)). Entre ces
deux événements, les thymocytes se différencieraient tout en faisant un « aller-retour » entre

la jonction cortico-médullaire et le corteiigure 5).

b) Molécules impliquées dans les mouvements intrathymiques

i- Les chémokines et leurs récepteurs

Les chémokines semblent jouer un réle important dans la migration et/ou la rétention des
thymocytes au sein de chacun des compartiments thymiques. D'un c6té, les chémokines
pourraient faciliter les interactions des thymocytes avec les cellules épithéliales ; d’'un autre
cOté, les récepteurs des chémokines pourraient produire des signaux menant a I'activation des
intégrines a la surface des thymocytes. Plusieurs mécanismes impliquant les chémokines et
leurs récepteurs ont ainsi été mis en évidence lors de la migration des thymocytes dans le
cortex, vers la jonction cortico-médullaire, puis dans la medulla (revue par (Ansel and Cyster,
2001; Norment and Bevan, 2000)).

A titre d’exemple, I'expression du récepteur CCR9 est fortement accrue chez la souris lors de
la transition des thymocytes COD8 au stade CDAD8" (revue par (Norment et al.,
2000)), et les mouvements des cellules GIIA8" a travers le cortex sont significativement
régulés par ce récepteur CCR9 et son ligand CCL25/TECK (Thymus-Expressed ChemoKine)
(Youn et al., 1999). Initialement, TECK a été détecté au niveau des cellules dendritiques de la
medulla (Vicari et al., 1997), mais il est maintenant démontré que cette molécules est
également exprimée par les cellules épithéliales du cortex thymique (Wurbel et al., 2000). En
parallele & ce mécanisme, on note que l'expression de CXCR4, gque nous avons
précédemment impliqué dans la colonisation du thymus, commence a diminuer lors de la
transition des thymocytes vers le stade GIIA8'. Inversement, I'expression de CCR5, dont

les ligands CCL4/MIP8 et CCL5/RANTES sont exprimés dans le thymus, augmente a la
surface des thymocytes (revue par (Norment and Bevan, 2000)).

On peut ainsi établir une liste de chémokines potentiellement impliquées dans la migration
des thymocytes a la jonction cortico-médullaire (a titre d’exemple : le récepteur CCR4 et ses
ligand CCL22/MDC, CCR4 et CCL17/TARC, CCR3 et CCL11/éotaxine, etc.), puis enfin au
sein de la medulla (CCR7 et CCL21/SLC, CCR7 et CCL19/ELC, CCR9 et CCL25/TECK
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pour les lymphocytes T CD8CCR4 et CCL22/MDC pour les lymphocytes T CDdtc.)

(revue par (Ansel and Cyster, 2001; Norment and Bevan, 2000)). On notera que les

observations menées au niveau de la medulla font de CCR7 un bon candidat pour le
mécanisme d’émigration des cellules T matures vers les organes lymphoides secondaires
(Ueno et al., 2002). Du fait de la multiplicité des ligands et des zones d’ombre encore

existantes (revue par (Zlotnik and Yoshie, 2000)), il semble probable que cette liste de

couples « chémokines/récepteurs aux chémokines » impliqués dans la migration

intrathymique des thymocytes soit appelée a grandir dans les années a venir.

ii- Les intégrines
D’autres molécules sont impliquées dans les processus de migration, notamment les
intégrines. Ainsi, il a été montré chez 'homme que la migration des thymocytes matures vers
la medulla nécessite une interaction entre les intégrines VLA-4 (Very Late Antigen) et VLA-
5, exprimées par les thymocytes, et la fibronectine, exprimée par le stroma thymique. A
linverse, linteraction entre VLA-4 et la fibronectine chez les thymocytes immatures
CD4'CD8' induit plutét une forte adhésion locale (Crisa et al., 1996). Ainsi, le role de VLA-4
évolue en fonction du stade de maturation des thymocytes. Pour donner un autre exemple
d'intégrine, on peut citear, 3,/LFA-1 (intégrine également répertoriée sous le nom @>11
CD18) et un de ses ligands ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1, ou CD54), dont
l'interaction a été impliquée dans la différenciation des thymocytes (Fine and Kruisbeek,
1991).

3) Concept de niche

Nous avons déja pu nous rendre compte de la complexité des régulations qui permettent aux
précurseurs des cellules T de prendre forme, et cette complexité se retrouve dans les
mécanismes qui poussent les thymocytes a se différencier jusqu’a I'état de cellule T mature.
L’image globale suggére qu'’il existe une régulation fine de I'ensemble des processus, aidée
par un certain niveau de redondance entre certains des mécanismes impliqués.

Mais, in fing il faut bien admettre que pour atteindre la conclusion de la différenciation, a
savoir une cellule T mature fonctionnelle, tous les intermédiaires doivent se trouver au bon
endroit au bon moment afin de recevoir les signaux corrects de différenciation, de survie ou
de prolifération. Ainsi, pour une cellule T donnée, qui exprime un lot unique de récepteurs
variés (TCR spécifique de I'antigene, mais aussi récepteurs des chémokines, d’adhésion, de

cytokines, etc.), il est nécessaire d’avoir acces a une « niche de sélection » qui procure les

INTRODUCTIONZ28



Le développement précoce des cellules T

ligands de ces récepteurs de facon a assurer son bon développement (Merkenschlager et al.,
1994). Cette idée de niche de sélection est un premier pas vers une présentation du systeme
immunitaire a I'image d’'un écosysteme complexe, composé d’'une multitude de populations
diverses (revue par (Freitas and Rocha, 2000)).

Le concept de niche de sélection est particulierement important lors des étapes de sélection
thymique des lymphocytes T, mais on gardera a I'esprit pour la suite gu’il s’applique
également aux cellules T périphériques, qui doivent également recevoir les signaux adéquats

pour mener a bien leur fonction.

Le thymus est le siege primordial de la production des lymphocytes T durant| toute
I'existence. L'architecture du thymus, du fait des populations cellulaires qui le composg, offre
le micro-environnement capable de soutenir efficacement la différenciation et la sélecfion des

thymocytes. Toutes ces étapes sont conditionnées par le déplacement des thymclcytes au
travers des différentes régions du thymus, qui fournissent les niches nécessaies a la

maturation des thymocytes immatures en cellules T matures.
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Il. LA SELECTION THYMIQUE DES LYMPHOCYTES T af

La maturation des thymocytes est régulée par des programmes de différenciation intrinseques
aux cellules, par des interactions cellule-cellule, et par des facteurs solubles. Ce processus a
éte décortiqué avec soin depuis de nombreuses années, notamment au travers de I'expression
ordonnée de multiples marqueurs cellulaires de surface (complexe TCR-CD3 ; co-récepteurs
CD4 et CD8 ; molécules CD44, CD25, CD2, c-kit, etc.) et d’événements moléculaires précis
(réarrangement des genes codant pour les génes du TCR). Nous allons nous focaliser sur la
population lymphocytaire T principale, a savoir celle qui exprime un TCR composé par
I'association des chaineset 3, en mettant volontairement de c6té le cas des cellwésUe

chapitre va successivement aborder le développement des cellmBedel maniére globale,

puis les mécanismes qui aménent a I'expression du TCR, et enfin le processus de sélection
des cellules T. C'est donc délibérément que nous n'aborderons pas ici quelques cas
particuliers de sélection T, comme la sélection extra-thymique des cellutgs du la
sélection des cellules NKT (se reporter aux revues récentes par (Guy-Grand and Vassalli,
2002; MacDonald, 2002)).

A. Etapes du développement

On peut regarder le précurseur précoce des cellules T comme n’exprimant pas de complexe
moléculaire TCR-CD3, ni un des deux co-récepteurs définissant la lignée T dite4

« auxiliaire » ou la lignée T CD8&lite « cytotoxique ». Ces cellules triple-négatives (TN)
(TCR-CD3 CD4 CD8) conduisent a la formation de thymocytes matures simple-positifs
(SP) soit CD4 (SP4), soit CD8(SP8), suivant la séquence que nous allons maintenant
décrire. La masse d’information disponible sur ce sujet rend difficile la mise en place d’'une
synthese exhaustive (revue par (Benoist and Mathis, 1999; Berg and Kang, 2001; Di Santo
and Rodewald, 1998; Fehling and von Boehmer, 1997; Kuo and Leiden, 1999)), cette section
s’attachera donc a ne faire ressortir que les étapes principales du processus, en développant

plus particulierement les étapes les plus précdsgarg 6).

1) La population triple-négative

Le progéniteur thymique le plus précoce, dans [I'état triple-négatif comme défini
précédemment, commence par subir une succession d'étapes (TN1/2/3/4) qui I'ameneront au
stade double-positif (DP), c’est-a-dire exprimant les deux co-récepteurs CD4 et CDS8.

L’ensemble des cellules TN forme une population hétérogéne et les cellules aux stades les
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Figure 6: Etapes du déeloppement dethymocytes

Cette figure schaatise linfluence des facteurs de croissancgpkines éléments du TCR e
facteurs intracellulaires sur le géloppement dafhiymocytesCes signaux sont ogssaires
lors de la colonisation du thymus, la surviexipansion et la difiénciation degshymocytes,
Les cellules hachues indiquent les stades de forte probitéon.

(d’apres Di Sant& RodewaldCurr. Opin.Immunol, 1998, 10: 196 et Berg &ang,Curr.
Opin. Immunol., 13: 232)
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plus précoces ne sont pas encore irréversiblement engagées dans la ligieelLd
population TN représente environ 5% des thymocytes d’'une souris adulte, et la durée de la
maturation au stade TN est estimée a environ 2 semaines (revue par (Shortman et al., 1990)).
On pourrait presque considérer que le fait de parler de cellules TN est un abus de langage
puisque le précurseur le plus précoce exprime de faibles niveaux de CD4 (Wu et al., 1991b).
Les thymocytes TN sont également définis comme cellules double-négatives (DN, CD4
CD8) mais cette dénomination peut également se référer a des populations particuliéres de
cellules Ta TCR-CD3 CD4 CDS8.

a) Analyse des marqueurs CD44 et CD25

L’analyse de la population des thymocytes TN a été affinée par l'intermédiaire de deux
récepteurs cellulaires de surface, CD44 et CD25/Ib-ZRevue par (Godfrey and Zlotnik,
1993)). Comme nous l'avons déja remarqué, le récepteur CD44 possede un rdle dans la
colonisation du thymus, il est logiguement trouvé a la surface des précurseurs les plus
précoces parmi les thymocytes, de phénotype TN*ceid4” CD25 (stade TN1). Nous

avons déja observé gue ces cellules ne sont pas encore totalement engagées dans la lignée
lymphoide T, puisqu’elle sont capables de générer des cellules NK, des lymphocytes B et des
cellules dendritiques si les conditions environnementales requises sont présentes (Ardavin et
al., 1993; Matsuzaki et al., 1993; Wu et al.,, 1991a). On peut souligner au passage
'importance de I'utilisation de c-kit comme marqueur de la population TN1, aprées la mise en
évidence d'une population « contaminante » de phénotype D8 c-kit CD44" CD25 qui

s’est avérée étre TC&3-CD3" (Godfrey et al., 1994).

L’étape suivante est marquée par I'expression de surface du récepteur CD25 (TN c-kit
CD44 CD25', stade TN2) et représente une population de précurseurs possédant toujours les
genes codant pour le TCR en configuration germinale (Godfrey et al., 1994). Il n’est donc pas
totalement surprenant que la population TN2 conserve un potentiel de différenciation en
cellules dendritiques thymiques (Wu et al., 1996). La transition entre les stades TN1 et TN2
s’accompagne d’'une augmentation nette (5 fois plus) du nombre de cellules en cycle, comme
le montrent des expériences d’incorporation de BrdU (Penit et al., 1995). Ce phénomeéne
serait conduit par I'action du ligand principal de c-kit, SCF, ou encore de I'lL-7 (Rodewald et
al., 1997).

Ensuite, les cellules perdent I'expression des récepteurs c-kit et, en partie, CD4%" (c-kit
CD44°" CD25, stade TN3), et acquiérent une expression forte du marqueur CD2, signe que

'engagement dans la lignée T est désormais définitif. C'est lors du passage vers ce stade TN3
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gue le processus génétique de mise en place du TCR se met en route, en commencant par le
réarrangement des genes codant pour les chfiingset 8 du TCR. Si un réarrangement
productif donne une chairfg un TCR temporaire (pré-TCR) est exprimé a la surface des
thymocytes TN3, associant la chafhespécifique du thymocyte concerné, et la chaine pT
commune a toutes les cellules TN3. L'étape TN3, via ce processus di-délection »,
représente donc un point de contrdle important pour les thymocytes, et cela est confirmé par
le blocage de la différenciation constaté chez des animaux manipulés génétiguement pour
empécher I'expression des chaines du TCR (Godfrey et al., 1994). Si aucun des deux alléles
du locus3 du TCR ne donne de réarrangement productif, et si le thymocyte ne peut s’engager
dans la voie de différenciation des cellulegdl(revue par (Robey and Fowlkes, 1998)), la
cellule est promise a une mort cellulaire. Au contraire, si le thymocyte traverse avec succes
I'étape def-sélection, et exprime a sa surface le pré-TCR, il acquiert des caractéristiques
cellulaires et moléculaires de cellules en division rapide (Hoffman et al., 1996) et passe a
I'étape suivante (c-kitCD44"" CD25, stade TN4). Cette étape de prolifération aide
également les cellules a effectuer I'exclusion allélique de la cRafdematsu et al., 1988),
autrement dit & empécher que le thymocyte ne posséde plusieurs réarrangements productifs
des génes codant pour la chgindu TCR.

b) Quelques mécanismes impligués dans le développement des thymocytes TN

Globalement, on peut résumer les étapes du développement précoce en deux phénomenes : un
processus de prolifération/survie non spécifique, et le procesfisélection, plus drastique
puisqu’il nécessite que le thymocyte ait réarrangé les génes de la Bhaee une phase

ouverte de lecture productive et exprime alors un pré-TCR. Nous allons effectuer un rapide
survol des principales molécules responsables du bon avancement de la différenciation des
thymocytes TN, en gardant a I'esprit que la liste est loin d’étre si restreinte (revue par (Berg
and Kang, 2001; Kuo and Leiden, 1999)).

i- Les récepteurs IL-7RlY, et c-kit

Il s’avére que certains des mécanismes que nous avons déja abordés jusqu’ici pour le
développement des progéniteurs précoces agissent également durant le développement des
thymocytes. Ainsi, c’est le cas des voies de signalisation utilisant les récepteurs AL &tR

c-kit. L’IL-7 et SCF, ligand de c-kit, sont des inducteurs de prolifération chez les thymocytes
immaturesin vivo (Murray et al., 1989 ; Rodewald et al., 1995). De plus, I'lL-7 soutient la

survie des thymocytes immatures en maintenant I'expression du facteur anti-apoptotique
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Bcl-2 (von Freeden-Jeffry et al., 1997), si bien que le développement normal des cellules T
ap peut étre partiellement restauré dans les souris W 7&y." suite a l'introduction d’un
transgene codant pour Bcl-2 (Akashi et al., 1997; Kondo et al., 1997a; Maraskovsky et al.,
1997). Toutefois, les résultats chez ces aninyguBcl2-Tg" sont contestés d’une part parce
gu’ils n'ont pas toujours donné ce resultat positif (Di Santo and Rodewald, 1998), et d’autre
part du fait d’une totale absence d’effet bénéfique sur le développement des celluj@seB, T

NK (Kondo et al., 1997a). En conséquence, soit les cytokjreépendantes jouent pour ces
lignées lymphocytaires un réle supplémentaire a celui du maintien de la survie cellulaire, soit
le transgene codant pour Bcl-2 ne remplace pas totalement le vrai signal de survie induit par
I'IL-7. Enfin, on peut signaler que le réle de I'lL-7 dans le réarrangement des@e&t@sdu

TCR n’est pas clairement prouvé, mais il est difficile de bien séparer ces trois phénomenes de
survie, prolifération et réarrangement des genes du TCR, qui sont interdépendants. En bref, un
scénario satisfaisant envisage que I'lL-7 agit sur les thymocytes comme agent prolifératif
avant et aprés les réarrangements, et comme agent de survie pendant les réarrangements
(revue par (Di Santo and Rodewald, 1998)).

ii- La chaine p@ et laf-sélection

Le processus dB-sélection intervient au stade TN3 et représente un point de contrdle majeur
des thymocytes immatures (revue par (von Boehmer et al., 1998)). Ce phénoméne passe par
I'expression de surface d’'un pré-TCR, constitué par I'association entre une @RhinECR
fonctionnelle et la pseudo-chaine opTqui transduit des signaux de maniéere constitutive
(Saint-Ruf et al., 2000). Le gepda est surtout exprimé par les thymocytes aux stades TN2

et TN3 (Saint-Ruf et al., 1994), c’est-a-dire pendant les réarrangement massifs des génes
codant pour la chaing du TCR. Il est suggéré que la régulation de I'expression desgl

fait de maniere extrémement fine, ce qui expliquerait les faibles quantités trouvées a la surface
des thymocytes immatures et le caractére sensible de la signalisation par le pré-TCR. Ainsi,
les mécanismes de contrdle de I'expression de surface du pré-TCR passeraient par sa rétention
dans le réticulum endoplasmique et I'expression d'un variant de gdns domaine
extracellulaire, ce qui empéche son adressage a la surface cellulaire (revue par (Borowski et
al., 2002)).

De maniere similaire a ce qui est observé chez les souris déficientes pour I'lL-7 ou les chaines
IL-7Ra et y. (Figure 7; Table 1), la déficience pour la chaine @Test relativement

permissive, dans le sens ou le blocage du développement thymique existe mais est incomplet
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Table 1 : Résumé du développement lymphoide T dans des lignées de souris mutantes pour
des cytokines et récepteurs de cytokines

(adapté de Di Santo & Rodewald, Curr. Opin. Immunol., 1998, 10: 196)

THYMUS PERIPHERIE

Mutation Tap Tap Références
c-kit”™ (W/W) $ (40x) $ (Rodewald et al., 1995)
SCF" (SI/SI) $ $ (Rodewald et al., 1995)
pTa” $ (20x & 70x) $ (Fehling et al., 1995) (Di Santo et al., 19
IL-77" $ (20x) $ (10x) (von Freeden-Jeffry et al., 1995)
IL-7Ra™  $* (10x & 10 000x $ (10x & 15x, (Peschon etal., 1994)
A $ (20x) $ (3x & 4x) (DiSanto et al., 1995)
c-kit" x yc" - - (Rodewald et al., 1997)
pTa” xy." - - (Di Santo et al., 1999)

$ réduction (taux de réduction chez I'adulte par rapport aux animaux non mutés) ; - absents ;

* différents phénotypes ont pu étre observés: les expériences de Peschon et collégues
(Peschon et al., 1994) indiquent que 65% des animaux présentent un blocage complet au
stade CD4CD8, et que 35% des animaux sont permissifs, alors que tous les animaux sont
permissifs dans d’autres études (revue par (Di Santo and Rodewald, 1998)).

Control IL7 -- IL7Rex =/~
; 47 %
3,
] -
CD25 | -

Curmrent Opinion in Immunclogy
Figure 7: Développement des thymocytes TN dans des souris déficientes pour la vpie de
signalisation de I'lL-7
Analyse de la distribution de I'expression des marqueurs CD44 et CD25 dans la popplation
thymique CD4CD8 des souris mutantes pour I'lL-7, ou les chaines Ib-#&&y.. Un blocag
similaire est noté chez les trois mutants lors de la transition entre les stades TN2 et TN3. Le
nombre absolu des précurseurs thymiques précoces sont réduits d’environ 25x dans les
mutants par rapport aux animaux contréles.

(profils de cytométrie issus de Di Santo & Rodewald, Curr. Opin. Immunol., 1998, 10: 196)
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(Fehling et al., 1995). Des expériences montrent que les cytogkhtEpendantes sont
impliquées dans la transition des thymocytes TN piers le stade DP. Ainsi, les souyj$

pTa” montrent un blocage du développement intrathymique au stade TNZ2 CD2&" (Di

Santo et al., 1999). Le cas des soyrifsc-kit” est encore plus drastique car le développement
des thymocytes y est totalement bloqué (Di Santo et al., 1999). L’ensemble des phénotypes
observés chez ces animaux indiquent donc que des facteurs de croissance, comme le ligand de
c-kit SCF, permettent la différenciation des progéniteurs T jusqu’au stade TN2, et que le pré-
TCR peut ensuite apporter des signaux de substitution capables de faire progresser la
différenciation au dela du stade TN2, par exemple chez les anjgiaux

L'analyse des souris @il révéle d’autres éléments sur le phénomeng-délection. Ainsi,

chez une souris normale, les réarrangementsT&Rlysés dans les cellules DP sont & 75%

en phase ouverte de lecture (Mallick et al., 1993) et quasiment toutes les cellules DP
expriment une chairfg dans le cytoplasme et a la surface (Levelt et al., 1993). Chez les souris
pTa”, le nombre de cellules DP est réduit & 10% de la valeur normale (Fehling et al., 1995),
et un marquage intra-cytoplasmique révele que seules 40% d’entre elles expriment une chaine
B (Buer et al., 1997). La chaine @Tntervient donc dans un processus actif de sélection des

thymocytes immatures qui possedent un réarrangemerft €€Rhase ouverte de lecture.

iii- La famille bHLH

Les facteurs de transcription de la famille bHLH (pour « basic helix-loop-helix ») possédent
un réle majeur dans le développement neuronal, musculaire et hématopoiétique. Il existe dans
cette famille des facteurs activateurs, qui poussent les cellules a se différencier, et des facteurs
répresseurs, qui ont plutdét tendance a maintenir la cellule dans un état de prolifération.
L’invalidation du géne codant pour le facteur Hes-1 a prouvé son importance pour le
développement précoce des lymphocytes T, mais pas pour 'engagement vers la lignée T.
Cette mutation étant létale, des expériences ont été menées avec des chiméres de moelle
osseuse, obtenues en utilisant des cellules Hefe oie foetal comme source de CSH. Ainsi,

la colonisation du thymus et I'apparition du précurseur T le plus précoce ne sont pas inhibés
chez ces souris reconstituées (Tomita et al., 1999).

D’autres régulateurs transcriptionnels de cette famille, comme E2A et HEB, ont été impliqués
dans I'engagement vers la lignée B (Bain and Murre, 1998), mais sont également exprimeés
par les thymocytes. L'invalidation des gendSB ou E2A provoque une réduction de 5 a 10

fois du nombre de cellules dB dans les souris mutantes (Bain et al., 1997; Barndt et al.,
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1999), avec chez les souris HEBN blocage notable lors de la transition vers le stade DP. En
concordance avec cette observation, il a été suggéré que HEB est impliqué dans la restriction
de I'expression de la chaine @® la lignée Tap (Herblot et al., 2000).

Globalement, le rbéle des protéines E2A et HEB est confirmé par les études de leurs
inhibiteurs 1d et SCL, qui appartiennent a la méme famille bHLH, mais qui ne possedent pas
de domaine de liaison a I’ADN : I'hétérodimérisation entre les protéines inhibitrices et les
protéines E (E2A et HEB) empéche ces dernieres d’agir sur leurs génes cibles en bloquant
leur fixation a 'ADN. Ainsi, les souris transgéniques pour Id-1, Id-2 ou SCL montrent un
blocage similaire entre les stades TN et DP, et les souris déficientes pour Id-1 et 1d-2
possedent un développement thymique relativement normal (revue par (Berg and Kang,
2001)). Il existe donc sans doute une balance entre les protéines E et leurs inhibiteurs pour
réguler de maniére fine la prolifération et la différenciationafl versus Tyd, NK) des

thymocytes lors du stade TN.

2) La population double-positive

a) Generalités
La population des thymocytes DP (CD@D8") représente, numériguement parlant, environ
80% des cellules du thymus d'une souris adulte. La plupart des cellules DP sont des
thymocytes de petite taille et au repos, méme si des cellules en division peuvent également
étre observées. On estime que les thymocytes restent environ 3 a 4 jours au stade DP
(Huesmann et al., 1991).
Les thymocytes TN4, définitivement engagés dans la lignég, et exprimant un pré-TCR
capable de transduire des signaux, évoluent vers le stade DP via une phase de transition, les
thymocytes immatures simple-positifs (ISP). Ces derniers expriment soit I'un, soit l'autre des
deux co-récepteurs CD4 et CD8, mais pas encore dedpGfdmplet. En effet, c’est durant
la transition entre le stade TN4 et le stade DP que le réarrangement des genes codant pour la
chainea du TCR a lieu. Cette observation est confirmée chez les souris déficientes pour
'expression de la chaine du TCR, le développement T chez les animaux ne pouvant
exprimer de chaing étant bloqué plus précocement (stade TN3) lors dp-dalection
(Mombaerts et al., 1992a; Philpott et al., 1992).
L’expression de surface, d’abord faible puis forte, d’un TaBRcomplet est donc en général
observée dans la population DP (Ohashi et al., 1990). Cet événement important impose que

les thymocytes puissent exprimer le résultat d'un réarrangement productif des genes codant
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pour la chainen du TCR, et que cette chaines’associe correctement avec la chasne
sélectionnée auparavant via le pré-TCR. A ce point, les thymocytes DP doivent alors traverser
un « contrdle de qualité » qui doit répondre a deux contraintes : les TCR testés doivent dans
une certaine mesure reconnaitre le soi, mais les thymocytes portant un TCR « dangereux »
pour le soi doivent étre éliminés. Il s’agit donc pour les thymocytes de traverser les étapes
d'une sélection positive et d'une sélection négative, qui conduisent a I'élimination d’une
écrasante majorité d’entre eux (Shortman et al., 1990). Ces étapes de sélection, dont les
mécanismes seront détaillés dans la troisieme section de ce chapitre, permettent également
aux thymocytes de s’engager plus en avant dans la différenciation vers la lignée soit des
cellules T CD4, soit des cellules T CD8

b) Quelques molécules impliguées dans la différenciation vers le stade DP

De nombreux facteurs de transcription ont été identifiés comme étant essentiels pour le
passage des thymocytes au stade DP . En guise d’exemple, on peut citer le cas des deux
facteurs de transcription LEF-1 (Lymphoid Enhancer-binding Factor-1) et TCF-1 (T Cell
Factor-1). LEF-1 et TCF-1 sont exprimés dans un grand nombre de tissus durant le
développement embryonnaire, puis cette expression se restreint aux lymphocytes aprées la
naissance (Oosterwegel et al.,, 1993). Le facteur TCF-1 peut interagir avec une séquence
nucléotidigue consensus trouvée notamment dans les régions régulatrices des génes codant
pour CD3¢, TCRx, TCR3 et TCR) (Oosterwegel et al., 1991), et des exemples similaires ont

été identifiés pour LEF-1 (revue par (Kuo and Leiden, 1999)). Il a été constaté que ces deux
facteurs de transcription se révélent importants lors du développement des thymocytes, en
particulier lors de la transition entre les stades TN2 et TN3, et plus fortement encore entre les
stades ISP et DP (Okamura et al., 1998). Ainsi, LEF-1 et TCF-1 sont impligués dans
'expansion des thymocytes TN et dans leur différenciation en cellules DP. Toutefois, les
mécanismes d’action de ces facteurs de transcription ne sont pas encore totalement élucidés,
et leurs genes cibles pas encore clairement identifiés.

On retrouve également a ce stade des facteurs de transcription de la famille bHLH, et plus
particulierement les protéines E2A et HEB (revue par (Quong et al., 2002)). Nous avons déja
indiqué que la balance entre les différentes protéines E et leurs inhibiteurs joue sans doute un
réle d'importance dans la différenciation précoce des précurseurs de la lignée lymphoide. Le
phénotype des souris déficientes pour E2A en donne une autre illustration. En effet, ces
animaux posséedent une population DP amoindrie et montrent de plus un biais sensible vers la

population de cellules SP8 (Bain et al., 1997). Cet effet du dosage de E2A sur la sélection
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positive des thymocytes semble donc particulierement important pour la différenciation en
thymocytes matures CD8.'analyse des souris déficientes a la fois pour I'expression de E2A

et de RAG-1, enzyme nécessaire pour le réarrangement des genes du TCR, se révéle
particulierement intrigante (Engel et al., 2001). En effet, on y observe une progression
inattendue, puisque ayant lieu indépendamment du pré-TCR, des thymocytes vers le stade
DP. De plus, on note l'apparition d’'une population de thymocytes” CID8, de taille
cependant réduite. En revanche, I'absence de thymocytes simple-positifSCOB4dans ce
systeme semble indiquer que d’autres signaux sont impliqués dans la différenciation des
cellules T CDA.

3) Les populations simple-positives

Le stade simple-positif est la phase finale de maturation des thymocytes, qui prend place au
niveau de la jonction cortico-médullaire et de la medulla. Dans ce micro-environnement, les
thymocytes SP sont mis en contact avec des cellules particulieres de I'épithélium médullaire.
Ces contacts pourraient permettre d’effectuer une étape supplémentaire de sélection négative,
en plus de celle ayant lieu au stade DP a la jonction cortico-médullaire. Cependant, I'impact
exact de cette derniere étape de sélection sur les thymocytes SP pourrait s’avérer mineure en
ne touchant que les moins matures des thymocytes SP, comme cela a été suggéré dans le cas
des cellules TCR-CD3CD4" CD8 (SP4) (Kishimoto and Sprent, 1997). En fin de parcours,

les cellules T matures obtenues sont prétes a sortir du thymus et a rejoindre les organes
lymphoides périphériques.

Les deux populations simple-positives matures, soit TCR*COR4 CD8 (SP4), soit
TCR-CD3 CD4 CD8" (SP8), représentent a elles-deux environ 15% des thymocytes d’une
souris adulte. Chez les souris de la lignée C57BI/6, on note un ratio SP4/SP8 proche de 2,
mais il s'avére que ce ratio varie selon les lignées (Kraal et al., 1983) ou encore selon les
individus chez I'homme (Amadori et al., 1995). Enfin, il est estimé que la différenciation
prend a ce stade au maximum deux semaines supplémentaires (revue par (Scollay and
Godfrey, 1995)). Au final, entre la colonisation du thymus par le progéniteur T le plus

précoce et la sortie de lymphocytes T matures, il aura fallu attendre environ 3 a 4 semaines.
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La différenciation des thymocytes immatures en cellules T matures prétes a étre ekportées
hors du thymus peut étre divisée en une succession d'étapes discretes. Ces étdpes sont
notamment caractérisées par I'expression a la surface des co-récepteurs CD4 et CO8, et des
chaines formant le complexe TE@RCD3. L’évolution le long de la séquence TN (1-2-34)

g ISPg DP g SP4/SP8 implique que les thymocytes regoivent des signaux de survig et de
différenciation adéquats. A titre indicatif, il est estimé que le précurseur thymique I¢ plus

précoce mettra environ 3 a 4 semaines avant de devenir une cellule T mature.

B. Le récepteur des cellules T (TCR)

Le TCR est la clef de I'activité des cellules T dans leur action contre les pathogenes. En effet,
cette molécule permet aux lymphocytes T de reconnaitre des antigenes étrangers qui lui sont
présentés dans un contexte particulier. Le TCR posséde d’ailleurs un certain nombre de points
communs, génétiques ou structuraux, avec les immunoglobulines (Ig), c’est-a-dire les
récepteurs des lymphocytes B (revue par (Davis and Chien, 1999)).

Nous allons maintenant examiner les mécanismes génétiques qui permettent a I'organisme de
générer le TCRIB propre a chague lymphocyte. Puis, nous verrons quels sont les partenaires
moléculaires formant le complexe du TCR et comment les deux claitgs du TCR sont

ameneées a étre exprimées a la surface des cellules T.

1) La construction du TCR[

a) L’organisation des génes du TGiR

Dans leur action contre une multitude de pathogenes, les lymphocytes T doivent fournir un
répertoire d’'une variabilité poussée a I'extréme. Ainsi, I'ensemble des cellules T est constitué
par la juxtaposition d’un grand nombre de clones T exprimant chacun un TCR précis. Ceci est
rendu possible par une combinatoire de segments de geéne, qui sont associés les uns aux
autres. Ce systeme est génétiquement intéressant car il permet une économie d'espace en
sortant du schéma classique « un genen TCR ». En effet, la diversité du répertoire qui

peut étre construit n'est pas dd a un grand nombre de génes codant chacun pour un TCR
donné, mais a la combinaison d’'un nombre limité d’éléments.

INTRODUCTION38



Sélection thymique des lymphocytes3T

i- Locus TCR/d

Le locus contenant les segments de gene codant pour la anaiflbe TCR présente la
particularité d’étre situé de part et d’autre du locus codant pour la chéfigure 8). Cette
organisation est retrouvée chez I'homme et la souris, avec une taille similaire d’environ
1,1Mb (Boysen et al., 1997). Le locus T&€Rontient (1) 70 a 80 segments variablas, V
mélangés avec une quinzaine de segmedts(¥) une soixantaine de segments de jonction
Ja, dont au moins 8 ne sont pas fonctionnels ; (3) et enfin un segment de gene canstant C
commun a toutes les chaire®t composé de 4 exons (Arden et al., 1995; Koop et al., 1992;
Winoto et al., 1985).

La chainea du TCR est formée en associant les uns aux autres un segmeam Segment

Ja et le segment commurCComparativement aux locus codant pour les chaines lourde (H)
et légeresk, A) des Ig, et qui affichent respectivement 6 segmepts X et 3 A, on observe

gue le locus TCR est riche en segments J. Ceci débouche sur une influence accrue des
segments d dans la génération de la diversité des chatneki TCR. Enfin, suivant leur
degré d’homologie, les segmentsx\éont regroupés dans des familles identifiées a I'aide
d’anticorps spécifiques. Usuellement, on utilise donc le nom de la famille de segment V pour

nommer des sous-populations de lymphocytes T dont le TCR est formé avec ledit segment.

ii- Locus TCR
Globalement, la structure du locus TERst similaire a celle du locus TGRa quelques
différences presHigure 8). Sa taille s’éleve a 685 kb chez ’'homme (Rowen et al., 1996). On
retrouve les trois types de segmenfy U3 et (B mais également des segments de diversité
DB. On compte environ une vingtaine de segmeifischez la souris (Arden et al., 1995),
contre une cinquantaine chez I'homme. L’organisation du locus est moins linéaire en
comparaison avec le locus T@Rdu fait de la présence de deux groupef-60B-1C( en
tandem. Chez la souris, les deux segmefts@ht identiques alors que les 12 segmehitdJ

par groupe) présentent peu d’homologie entre eux (Gascoigne et al., 1984; Malissen et al.,
1984). La séquence d’association des segments pour former la BrinECR est 3-D[3-

JB-CP.
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b) La machinerie de réarrangement des génes dudBCR

i- Le mécanisme du réarrangement V(D)J

Le réarrangement des segments de gene codant pour les deux aheingésdu TCR se

déroule au niveau somatique, en suivant un ordre précis, similaire a ce qui est observé dans le
cas du réarrangement des genes codant pour les Ig (revue par (Fugmann et al., 2000;
Grawunder et al., 1998; Krangel et al., 1998)). Durant le processus de recombinaison V(D)J

— les segments de diversité D n’interviennent que dans le cas de lafthaime exon codant

pour la partie variable du TCR est monté de toute piece via I'association entre un segment V,
un segment D et un segment J. Dans le cas des chathe$CR, les segments de genes V et

J sont joints directement.

Les réarrangements du locus Tt lieu avant ceux du locus T@RRaulet et al., 1985).
Initialement, le progéniteur thymique le plus précoce (CPgosséde généralement les 4
locusa, 3, & ety du TCR en configuration germinale (Wu et al., 1991b), méme si nous avons
déja vu précédemment que certaines populations de pro-thymocytes peuvent présenter des
réarrangements limités du locus TCRRodewald et al., 1994). Ainsi, c’est tout d’abord le

locus TCRH3 qui est réarrangé en deux étapes durant la transition entre les stades TN2 et TN3
des thymocytes. La premiere étape associe un segreatud segment3J puis la seconde

étape un segmentfvau segment Bl Aprés I'étape dg-sélection, et pendant la transition

vers le stade DP, c’est le locus T€RBui subit le processus de réarrangement.

La réaction de recombinaison est menée par un complexe enzymatique qui assure son
caractere site-spécifique. En effet, des séquences-signal de recombinaison (RSS) flanquent les
segments V, D et J et sont reconnues par la machinerie de recombinaison. Chaque RSS
consiste en une séquence contenant deux palindromes — un heptamere, et un nonamere riche
en bases A/T — séparés par une région appelée « spacer » formée soit de 12 paires de bases
(bp), soit de 23 bp (Tonegawa, 1983). Un événement de recombinaison respecte en général la
regle dite du « 12/23 bp », c’est-a-dire qu’il se déroule entre deux RSS possédant deux
« spacer » de taille différente. On trouve de telles séquences RSS autour des segments de gene
V, D, et J codant pour les chainestf3 du TCR Figure 8) (Chien et al., 1984; Kavaler et

al., 1984).

Il semble que le méme complexe enzymatique soit impliqué dans les deux processus de
réarrangement des genes du TCR et des Ig. La réaction est initiée par les deux enzymes

RAG-1 (Recombination Activating Gene-1) et RAG-2 exprimées uniquement dans les

INTRODUCTION4C



Sélection thymique des lymphocytes3T

cellules de la lignée lymphoide. Le caractére indispensable de ces deux enzymes est confirmé
par le phénotype des souris déficientes pour I'expression de RAG-1 (Mombaerts et al., 1992b)
ou de RAG-2 (Shinkai et al., 1992), chez lesquelles le développement des lymphocytes T et B
est totalement bloqué au stade précoce TN3. Les enzymes RAG-1 et RAG-2 sont impliquées
dans la coupure double-brin de 'ADN au niveau de I'heptamére des RSS (McBlane et al.,
1995). Bien qu'elles soient capables de le faire sans aide, RAG-1 et RAG-2 voient leur
efficacité de clivage améliorée par d’autres partenaires du complexe de recombinaison,
comme HMG-1 (High-Mobility Group) (van Gent et al., 1997). Apres la coupure double-brin
de 'ADN, le complexe enzymatique de recombinaison joint entre eux les deux segments de
genes d'une part (« coding joint »), et les deux séquences signal RSS d’autre part (« signal
joint »). Les partenaires principaux du complexe durant ces étapes sont la protéine DNA-PK
(DNA-dependant Protein Kinase) et I'hétérodimére Ku70/Ku86, mais un certain nombre de
nucléases, de DNA polymérases et la DNA ligase IV participent également au processus, en
assurant par exemple la fermeture des deux brins d’ADN et la complémentarité entre ces brins

(revue par (Grawunder et al., 1998)).

ii- Excision ou inversion d’ADN
En regle générale, on obtient aprés le réarrangement un produit contenant le « signal joint »,
et qui se présente sous la forme d’'un cercle d’ADN excisé du locus. Ces cercles d’excision
sont observés aussi bien apres réarrangement des génes codant pour ¢a(€hgiimeto and
Yamagishi, 1987) que pour la chaifle (Okazaki et al., 1987). Cela n'est pas sans
conséquence, par exemple le réarrangement du locust T@Rlique la délétion pure et
simple des segments de géne codant pour la chalnd CR.
Globalement, les deux locus T@Rt TCH3 sont organisés de telle sorte que I'orientation de
la transcription est identique pour tous les segments de géne. Pour effectuer le réarrangement,
il faut donc bien éliminer une partie du locus via les cercles d’excision d’ADN. Le cas du
segment Y14 sort de l'ordinaire car il est situé a I'extrémité 3’ du locus [FGR son
orientation de transcription est inversée. Dans ce cas, le processus de réarrangement est fait

par inversion (Malissen et al., 1986), autrement dit par retournement d’un ou des deux
groupes de segment$EIB-CP au sein du locud=(gure 9).

ii- Expression des enzymes RAG et réarrangements secondaires

Nous avons vu que les réarrangements concernent d’abord le locf3s A&t la transition

entre les stades TN2 et TN3, puis le locus @dBrs du stade DP. Ces observations sont a

INTRODUCTIONA]



A) V4

Délétion_< TAH{ [eA V3 Jl—E c — +

1 r
\ T RN
: i \\\:::::\\
Conflggratlon T/\_( ZA—V3 )—V4 )—.E J2 C —
germinale
Iy A
v v M

Inversion C. { rA— eAvd v J

N
(@)

B)

terp —VIIHVEH VI V(o] -4 c
1 ——vi-vAvivq ol -2 ¢

A
| |
s@uences RSS incompatibles--4----------- 4
TCRa —V1 V2 V3 v4 ) 'Jl J2 C —
10— v v v H{v4 a2 C

20 vi v ¢

Figure 9: Réarrangements: cong@ences et possibiligultérieures

A) Si les deux segments degéossdent la m@ne orientation de transcriptiongvénement
de réarrangement se produit par délétionme portion du locus. Ce type darengements
produit un cercle @xcision dADN contenant le< coding joint » et, potentiellement, le
segments de ge se situant entre les segments usligdternativement, le atrangement se
fait par inversion du locus, sans perte de matéB) Les r@rrangements secondaires sg
rares au locus TCR du fait de [existence de seulement deux segments D. Au centia
existe au locus T@Rde nombreuses possibiktéle r@rrangements secondaires.

U)

nt

=

(d’aprés Nemazee, Anndev. Immunol, 2000, 18: 19)




Sélection thymique des lymphocytes3T

mettre en corrélation directe avec deux vagues successives d’expression des enzymes RAG-1
et RAG-2 (revue par (Nagaoka et al.,, 2000)). Ainsi, I'expression des dJeA&sest
effectivement détectée en premier lieu dans les thymocytes lors de la transition entre les
stades TN2 et TN3, puis pendant la transition vers le stade DP (Godfrey et al., 1994; Wilson
et al., 1994). L'expression des enzymes RAG est réprimée lors de la sélection positive des
thymocytes, c’est-a-dire aprés que les cellules aient recu un signal transduit par un TCR
complet a la surface (Brandle et al., 1992; Turka et al., 1991).

En revanche, si un premier réarrangement produit une jonction hors du cadre de lecture, et est
autrement dit non fonctionnel, la sélection positive du thymocyte ne peut pas avoir lieu.
L’expression des enzymes RAG n’est alors pas réprimée et il est possible que le thymocyte
meéne un ou plusieurs réarrangements secondaires, sur le méme alléle ou bien sur le second
(revue par (Nemazee, 2000)). Cependant, cela ne se déroule que si I'organisation du locus y
est favorable du fait de la présence de séquences RSS compatibles. Chaque thymocyte
possede ainsi plusieurs chances de donner lieu a un réarrangement productif. Le lacus TCR
se préte volontiers aux réarrangements second&igs€ 9), qui peuvent avoir lieu entre un
segment VW situé en amont (5°) du premiera\Vutilisé, et un segmentaJen aval (3’) du

premier segmentoJ utilisé. On notera que c’est en général le segmere plus en 5’ du

locus, c’est-a-dire le plus proche des segmernts qui est utilisé préférentiellement lors du
premier réarrangement, ce qui permet dautant plus de réaliser des réarrangements
secondaires (Thompson et al., 1990). A l'inverse, le locusfT€sR peu compatible avec ce
procédé Figure 9), étant donné que les RSS ne permettent pas de recombinaison entre les
segments @ et J3, et que le nombre de segmenfs disponibles est tres limité. L'analyse de
cercles d’excision d’ADN du locus T@Rmontre cependant que cet événement rare est
possible (Okazaki et al., 1987).

Une hypothése récente suggere que la ré-expression des enzymes RAG au stade DP ne serait
nécessaire que pour réaliser les réarrangements secondaires (Yannoutsos et al., 2001). Pour
arriver & cette conclusion, I'équipe de M. Nussenzweig a utilisé des souris RAG-déficientes
transgéniques pour un YAC (Yeast Artificial Chromosome) contenant les deux genes RAG.
Cependant, il manque dans la séquence du YAC un élément de régulatismécessaire

pour la ré-induction des enzymes RAG (Yu et al., 1999). En conséquence, I'expression des
géneRAGest fortement réduite (1-2% des niveaux normaux d’ARN messagers) au stade DP.
Cela n'empéche pas les animaux transgéniques d’opérer des réarrangemeits dé

posséder un compartiment thymique DP de taille normale et des populations SP4/SP8, certes
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réduites (30 a 50% de la taille normale). Il s’avere que les segmentdisés sont les plus

en 5’ du locus. Ainsi, les recombinaisons initiales au locusdalrGR lieu en I'absence des
enzymes RAG, mais ces derniéres sont essentielles pour les réarrangements secondaires, qui
composent la majorité (65%) des réarrangements trouvés dans les cellules T matures
(Yannoutsos et al., 2001).

Enfin, plusieurs lignées de souris transgéniques pour un géne rapporteur de I'expression des
genesRAGIndiquent que les deux enzymes ne sont pas trouvees dans les cellules T matures
(Monroe et al., 1999; Yu et al., 1999). Un groupe a cependant rapporté une ré-expression des
geneRAG-1let RAG-2chez des souris transgéniques pour une clfatheTCR, et soumises

a I'exposition chronique d’'un superantigéne spécifique de cette dhdMieMahan and Fink,

1998).

Iv- Génération de diversité supplémentaire

Comme nous I'avons déja dit, le premier degré de contribution a la diversité du répertoire des
cellules T est fourni par la combinatoire d’association potentielle entre les segments de géne
V, D et J. Toutefois, cela ne suffit pas pour générer toute la diversité du répertoire observée
chez la souris adulte ou I'homme, d’autres mécanismes interviennent pour augmenter le
nombre de TCR différents théoriquement synthétisables (revue par (Max, 1999)). Ainsi, le
processus de recombinaison est lui-méme générateur de diversité car les étapes de jonction
Va-Ja, DB-JB et VB-DJB sont relativement laches quant a la position exacte de la jonction de
recombinaison, ce qui induit des glissements dans la séquence (nucléotides P). De plus, la
jonction entre les segments n'est pas forcément directe et la machinerie de recombinaison
peut permettre I'ajout de nucléotides entre les segments de genes. Il s’agit du mécanisme de
N-addition, dont la TdT (Terminal deoxynucleotide Transferase) est responsable. Cette
enzyme, spécifiguement détectée dans les cellules de la lignée lymphoide, n’est synthétisée
gu’a I'age adulte, ce qui fait que les animaux déficients pour la TdT présentent un répertoire
réduit, de type embryonnaire (Gilfillan et al., 1993; Komori et al., 1993). Ainsi, d’apres une
analyse extensive du répertoire disponible chez les sourf®, T@dbaniols et al. estiment que

la TdT contribue a hauteur de 90% a la diversité du répertoireaff GRabaniols et al.,

2001). Enfin, 'appariement entre les chaifiext les chaines du TCR contribue également a
augmenter la diversité du répertoire exprimé par les lymphocytes T, méme si toutes les
combinaisons ne sont pas possibles du fait de contraintes structurales.

Le domaine variable de chacune des chaines duf@Rntient donc une région de haute

diversité, nommée CDR3 (Complementarity Determining Region-3), située au niveau des

INTRODUCTION43



Sélection thymique des lymphocytes3T

jonctions de segments de gene, similairement aux polypeptides formant les Ig (Davis and
Bjorkman, 1988). Comme I'ont montré certaines études structurales, la région CDR3 joue un
réle primordial dans l'interaction entre (a) le TCR et (b) le complexe formé par les peptides
antigéniques et les molécules du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) (Garboczi et
al., 1996; Garcia et al., 1996). Chez 'homme, la région CDR3 des deux chauted

posséde une longueur moyenne d’environ 8 acides aminés, alors que la comparaison de cette
région entre les chaines IgH/IgL ou T@RCRd montre de grandes différences (Rock et al.,

1994).

2) L'exclusion alléliqgue

a) Exclusion allélique de la chaine T@GR

Le locus TCR est sujet a I'exclusion allélique (revue par (Khor and Sleckman, 2002; von
Boehmer et al., 1998)). Autrement dit, les thymocytes sont sous le contréle d’'un mécanisme
qui les empéche de posséder plusieurs réarrangements productifs des génes codant pour la
chainef3 du TCR. Ainsi, chez 'homme, on estime que seuls environ 1% des lymphocytes T
af expriment deux chaingsdifférentes a leur surface (Davodeau et al., 1995; Padovan et al.,
1995). Une proportion similaire a été trouvée chez la souris (Balomenos et al.,, 1995).
L’'analyse des réarrangementf-3-J3 chez des clones @3 murins spécifiques pour un
peptide dePlasmodium berghea montré que 60% d’entre eux ont un locus BCéh
configuration germinale, et que les 40% restants ont un réarrangement productif et un non-
productif au second locus (Casanova et al., 1991). Autrement dit, aucun des clones analysés
ne possédaient deux réarrangements [ @Rductifs. Il apparait donc que le réarrangement

du locus TCR n’a pas lieu simultanément pour les deux alléles.

Quel role le pré-TCR joue-t-il dans I'exclusion allélique de la ch@ida TCR ? Nous avons

vu gue la signalisation par le pré-TCR permet de procéderfasédection et d'initier la
prolifération des thymocytes ainsi sélectionnés (Hoffman et al., 1996). Comme nous l'avons
déja souligné, cette étape de prolifération aide également les cellules a effectuer I'exclusion
alléelique de la chain@ en permettant I'expansion des clofesélectionnés. En comparant les
réarrangements dans des thymocytes transgéniques (Tg) pour une ch&ginet BgRimant

(pTa*) ou non (pT™) le pré-TCR, Xu et al. n'ont relevé aucune différence (Xu et al., 1996).
Ces résultats ont été affinés, et il a été observé que d’autres anima@THCRTa™
montrent un suppression incomplete (& hauteur de 90%) des réarrangements des segments de
gene endogénes (Krotkova et al., 1997).
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Ces résultats indiquent que le pré-TCR joue un réle réduit dans I'exclusion allélique de la
chaineB du TCR, mais il a été rapidement estimé que l'introduction d’'un transgéng @€IR
potentiellement générateur d’artefacts du fait d’une différenciation « forcée » des thymocytes.
Ces expériences ont donc été répétées dans un systéme non Tg pour le TCR et les résultats
obtenus ont infirmé les précédentes conclusions. L’approche expérimentale consistait a
comparer les réarrangements au locus fGiar PCR (Polymerase Chain Reaction) sur
cellules uniques (« single cell PCR ») isolées parmi des thymocytes T&3 quil pTa-
(Aifantis et al., 1997). En utilisant ce systeme plus proche de la physiologie, il a été montré
gue I'exclusion allélique au locus TGR'a pas lieu en I'absence de pré-TCR puisque 35%
des cellules TN3 pI’" possédent deux alleles TBRN phase ouverte de lecture. Au final,

ces expériences soulignent donc l'importance da péns le phénomene de I'exclusion
allélique du TCRB.

Les voies de signalisation impliquées dans ce processus commencent a étre identifiées, et |l
est par exemple connu que I'exclusion allélique du locusBr€® abolie chez les souris
déficientes pour des protéines impliquées au niveau du complexe du TCR, (CD&/n,

p56%), ou encore pour des protéines adaptatrices comme SLP-76. Toutefois, il est suggéré
gue les voies de signalisation impliqguées dans I'exclusion allélique sont distinctes de celles
menant a la prolifération et la maturation des lymphocytes T matures (revue par (Pivnhiouk
and Geha, 2000)). Enfin, on peut signaler que la répression de I'expression des enzymes RAG
aprés le stade TN3 (Wilson et al., 1994) participe a I'exclusion allélique en empéchant

d’autres réarrangements ultérieurs.

b) Inclusion alléligue de la chaine T@GR

A l'inverse de ce qui est observé avec la ch@inen’est pas rare d’observer vivoun grand

nombre de cellules T possédant deux réarrangements productifs au locusaTE€R
exprimant deux chainesa leur surface (Casanova et al., 1991; Heath et al., 1995; Padovan et
al., 1993). En tout cas, la plupart des clones T analysés montrent que les deux loaus TCR
subissent des réarrangements et qu’environ 30% d’entre eux possedent deux réarrangements
en phase ouverte de lecture (revue par (Malissen et al., 1992)). On parle dans ce cas
d’inclusion allélique, en opposition a I'exclusion allélique. On peut préciser toutefois qu’un
certain degré d’exclusion allélique « phénotypique » de la clmiesiste. En effet, un
thymocyte possédant deux réarrangements productifs au locust PeRt finalement

n'exprimer qu’'une seule chaimeen surface, du fait de la compétition lors de I'association
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avec la chaingd ou de contraintes structurales (Gabert et al., 1987; Gascoigne and Alam,
1999; Saito et al., 1989).

c) Cas des souris transgénigues pour les chaim#®uf du TCR

Plusieurs modeles de souris transgéniques pour les chaieted du TCR ont été générés

pour décortiquer le processus de I'exclusion allélique (revue par (von Boehmer, 1990)). Ainsi,

il a été montré que l'introduction d’'un transgene codant pour une cpaileg réarrangee

induit le blocage des réarrangements endogénes (Uematsu et al., 1988). De plus, la présence
d'un transgene TCR chez les souris déficientes pour I'expression de RAG, permet aux
thymocytes de passer [asélection et de se différencier jusqu’au stade DP (Shinkai et al.,
1993). A l'inverse, la présence d'un transgene codant pour une chairee T@Rpéche pas

le réarrangement des locus T@€RNdogenes, confirmant le phénomene d’inclusion allélique

a ce locus (Borgulya et al., 1992). Enfin, I'introduction des transgénes codant pour les chaines
a et B du TCR permet de dépasser les déficiences de la machinerie de réarrangement, par

exemple dans les animaux RAG-gShinkai et al., 1993).

3) Le complexe TCR-CD3 et son ligand

Les deux chaines et 3 du TCR sont exprimées a la surface des cellules T sous la forme d’un
hétérodimere, et la structure de ces deux polypeptides présente de grandes similarités avec les
Ig (revue par (Davis and Chien, 1999)). Les chamest 3 du TCR sont globalement
extracellulaires, mise a part une courte portion transmembranaire et intracellulaire de leur
domaine constant. On peut signaler que la chaloepp@sente une structure similaire a celle

de la chainet mais ne posséde pas de domaine variable.

Toutefois, le TCR seul n’est pas véritablement fonctionnel, et d’autres polypeptides pallient a
ses défauts. Ainsi, les molécules CD3 sont responsables de la transduction des signaux recus
par le TCR et les co-récepteurs CD4/CD8 apportent une aide précieuse lors des interactions

du TCRu3 avec son ligand.

a) Les molécules CD3

Le complexe CD3 est formé par I'association de 5 polypeptides noyndé<s, { etn
(Samelson et al., 1985), ce dernier étant un variant mineur issu de I'épissage alternatif du gene
codant pour la chainé (Clayton et al., 1991). Les expériences menées jusqu’a présent
indiquent que deux hétérodiméres TBRsont associés a chaque complexe CD3, et que les

chaines CDB et CD3® sont exprimées a différents ratios suivant I'état et le type cellulaire
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(revue par (Davis and Chien, 1999)). Ainsi, la stochiométrie proposée pour le complexe TCR-
CD3 oscille autour de la formation (T@GR),(Y/0-€),({(),, avec des variations suivant le type
cellulaire. Par exemple, les homodimer&s peuvent parfois étre remplacés par des
hétérodimeregn (Orloff et al., 1989).

Les domaines intracellulaires des chaines ;B3 et sont responsables de la transduction

du signal dans le complexe TCR-CD3, car ils contiennent des tyrosines impliquées dans
I'activation cellulaire (Letourneur and Klausner, 1991; Letourneur and Klausner, 1992). La
phosphorylation, entre autre, de ces résidus tyrosine est une des étapes de base de I'activation
des cellules T, en permettant le recrutement de molécules intracellulaires a méme d’amplifier
le signal (Klausner and Samelson, 1991).

b) Les co-récepteurs CD4 et CD8

Les molécules CD4 et CD8 sont des glycoprotéines de surface, utilisées notamment pour
distinguer les deux populations majeures composant les cell@iBrévue par (Zamoyska,
1998)). La molécule CD4 est formée d’une seule chaine polypeptidique contenant 4 domaines
de type lg, alors que la molécule CD8 est, chez les cellu8, Tin hétérodimere de deux
sous-unitést et3 ne contenant chacune qu’un seul domaine Ig et liées via un pont disulfure.
Méme si ces deux récepteurs ne font pas directement partie du complexe @@, T€LR
influence est indéniable sur deux plans. Premiérement, le domaine intracellulaire de ces deux
molécules contient un site d’interaction avec la tyrosine kinas& p8éillette et al., 1988),

dont l'activité sur les résidus tyrosine des chaines CD3 est essentielle pour la transduction du
signal (Straus and Weiss, 1992). Ainsi, CD4 et CD8 agissent effectivement comme des co-
récepteurs pour le TCR, dans le sens ou la co-agrégation TCR/co-récepteur délivre un signal
plus efficace qu'une stimulation du TCR seul (Boyce et al., 1988; Owens et al., 1987).
Deuxiemement, les co-récepteurs sont capables d’interagir avec les molécules de classe | ou
de classe Il du CMH, respectivement (Konig et al.,, 1992; Norment et al.,, 1988). Ainsi,
I'influence des co-récepteurs sur I'interaction entre le TCR et les molécules du CMH est forte,
gue ce soit lors de 'activation cellulaire ou encore lors de la sélection thymique. A ce titre, les
souris déficientes pour I'expression de CD4 (Rahemtulla et al., 1991) ou de CD8 (Fung-
Leung et al., 1991) montrent un défaut, sévere mais pas total, de développement des cellules
T reconnaissant respectivement les molécules du CMH de classe Il ou de classe |. Enfin,
I'interaction entre le TCR et les molécules du CMH est stabilisée lorsque le co-récepteur entre

en jeu (revue par (Davis and Chien, 1999)), le blocage de l'interaction avec le co-récepteur
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pouvant méme transformer un peptide partiellement agoniste en peptide antagoniste (Mannie
et al., 1995).

c) Leligand du TCRuf : le complexe pAg-CMH

i- Les molécules du CMH

Initialement, les molécules du CMH ont été identifiées comme des antigénes impliqués dans
la transplantation et nommeées systeme H-2 (Histocompatibility-2) chez la souris et HLA
(Human Lymphocyte Antigen) chez I'homme (revue par (Margulies, 1999)). Il existe en fait
plusieurs locusMhc (Major histocompatibility complex) identifiés chez les deux espéces,
contenant au total plus de 400 genes, mais l'usage veut que le terme de CMH soit réservé aux
molécules de classe | et Il du CMH. Chez la souris, les principales molécules du CMH de
classe | (CMH-I) sont H-2K et H-2D, celles de classe Il (CMH-II) sont HaZIA-2IAR,

H-2IEa et H-21H3. Chaque lignée murine de laboratoire posséde un ensemble d’alléles pour
les différents génes, ce qui forme un haplotype. Par exemple, la lignée C57BIl/6 est
d’haplotype H-2, c’est-a-dire qu’elle posséde le lot d’alléles @ IAa® 183" IEa™" IER®).

Le degré de polymorphisme des molécules du CMH est élevé chez 'Homme, plus de 200
alleles fréquents ayant été identifiés pour certaines molécules CMH-1 (HLA-A, HLA-B) ou
CMH-II (HLA-DRB) (Schreuder et al.,, 1999). En conséquence, ce polymorphisme et
'expression co-dominante des deux alleles pour chaque géne sont deux facteurs qui
contribuent a la diversité des molécules du CMH exprimées par deux individus. Ceci explique
la difficulté de mener a bien une greffe d’organe entre deux individus non apparentés, étant
donné qu’il y a peu de chances qu’ils possedent un Mbgsdentique.

Les molécules CMH-I consistent en I'association non-covalente entre une chaine lourde,
codée par exemple par les génes H-2K ou H-2D, BRimicroglobuline f2m). L’analyse

des souri32nm’” montre que Ig32m est nécessaire pour obtenir des niveaux normaux de
molécules CMH-I en surface, méme si la déficience varie selon les molécules CMH-I
considérées (Koller et al., 1990; Zijlstra et al., 1990). Pour leur part, les molécules CMH-II
sont des hétérodimeres entre chaime=t 3 de méme isotype, autrement dit soit soit

IEap. Il arrive cependant que des hétérodimexfsd’isotypes différents soient observés
(Matsunaga et al., 1990; Natarajan et al., 1992). Malgré ces différences, la structure spatiale
des deux classes de molécules du CMH est similaire, comme le montre les analyses
cristallographiques (Bjorkman et al., 1987; Brown et al., 1993). Le point important ressortant

de ces analyses est la mise en évidence d’un sillon dans lequel viennent se loger les peptides,
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qui peuvent de cette facon étre « présentés » aux cellules T (Garboczi et al., 1996; Garcia et
al., 1996). En effet, 'apprétement de l'antigeéne, qui passe par sa dégradation partielle, est
nécessaire pour que les cellules présentatrices de I'antigene (CPA) puissent le présenter sur
les molécules CMH-I aux cellules T CD&Townsend et al., 1986) ou sur les molécules
CMH-II aux cellules T CD#4(Ziegler and Unanue, 1981).

Enfin, 'expression des deux classes de molécules du CMH differe selon le type cellulaire.
Ainsi, les molécules CMH-I sont constitutivement trouvées, a des niveaux variables, a la
surface de la totalité des cellules nucléées. Au contraire, I'expression des molécules CMH-II
est restreinte aux CPA professionnelles, comme les macrophages, les cellules dendritiques, les

cellules épithéliales du thymus ou encore les lymphocytes B.

ii- La présentation des peptides sur les molécules du CMH

La fonction principale des molécules du CMH consiste a présenter des fragments d’antigéne a
la surface cellulaire (revue par (Brodsky and Guagliardi, 1991; York and Rock, 1996)).
Cependant, il existe une distinction, notamment fonctionnelle, entre les cellules T CD8
restreintes aux molécules CMH-I, et les cellules T Ci24treintes aux molécules CMH-II.

Cette distinction se retrouve dans le mode de présentation par les molécules du CMH. En
effet, Morrison et al. ont montré, en utilisant des clones T spécifiques dunfiugenza que

les protéines endocytées ou bien synthétisées dans les cellules infectées sont présentées
differemment (Morrison et al., 1986). En conséquence, il a été proposé que chacune des
classes de molécules du CMH est spécialisée dans la « capture » de peptides dans des
compartiments cellulaires bien séparés (Germain, 1986). Ainsi, on considére que les
molécules CMH-I sont amenées a présenter en général des peptides antigéniques d’origine
endogéne, c’est-a-dire issus de protéines exprimées normalement par la cellule, ou
anormalement aprés une dérégulation (tumeur) ou une infection (virus, parasite
intracellulaire). Ces protéines sont découpées dans le cytoplasme par le complexe du
protéasome, puis les peptides résultants sont transportés par les protéines TAP (Transporter
associated with Antigen Processing) vers le réticulum endoplasmique pour y étre chargés sur
les molécules du CMH-I (revue par (York and Rock, 1996)). Les souris déficientes pour TAP-

1 montrent un phénotype similaire a celui des soB@isi”, dans le sens ol les molécules
CMH-I ne peuvent étre chargées avec des peptides, ce qui rend leur expression de surface
instable et la sélection des cellules T CDHfficile (Van Kaer et al., 1992). Quant aux
molécules CMH-II, elles ont vocation a présenter des fragments provenant de protéines

d’origine extracellulaire qui ont été endocytées, mais également de protéines intracellulaires
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(revue par (Cresswell, 1994)). Les molécules CMH-II sont correctement repliées dans
I'endothelium endoplasmique grace a l'action d’une protéine chaperon nommeée li (ou chaine
invariante), qui occupe notamment le sillon formé par les deux chaines de la molécule
CMH-II. Au cours de la maturation des protéines CMH-II au sein de vésicules de type
endosomial/lysosomial appelée MIIC (MHC class Il Compartment) (Peters et al., 1991), la
chaine li est dégradée et il n’en reste qu'un peptide, le CLIP (Class Il associated Invariant
chain Peptide), couvrant le sillon (Maric et al., 1994). Dans ces MIIC, les peptides d’origine
exogene sont chargés dans le sillon des molécules CMH-11 (Amigorena et al., 1994; Tulp et
al., 1994), et ce grace a l'action de H-2M qui permet I'échange entre CLIP et les peptides
(Denzin and Cresswell, 1995; Sherman et al., 1995; Sloan et al., 1995).

La nature des peptides du soi associeés avec les molécules du CMH a été analysée (revue par
(Margulies, 1999)). Ainsi, le séquencage des peptides isolés a partir de molécules CMH-I a
montré que leur taille s’éléeve & 9 acides aminés environ, et qu’ils contiennent des résidus
d’ancrage relativement conservés dans des positions fixes (Falk et al., 1991). Dans le cas des
molécules CMH-II, le sillon n'est pas clos aux deux extrémités, ce qui fait que les peptides y
sont généralement plus longs, de 12 a plus de 24 résidus d’acides aminés (Rudensky et al.,
1991). Toutefois, similairement aux molécules CMH-I, on retrouve 9 résidus d’acides aminés

en interaction dans le sillon peptidique ainsi que des résidus d’ancrage.

iil- La restriction des cellules T aux molécules du CMH

Comme nous l'avons déja indiqué précédemment, le BBRa pour ligand le complexe

formé par une molécule du CMH et un peptide antigénique, c’est-a-dire qu’il ne reconnait pas
'antigene dans sa forme native. L'idée selon laquelle les agents infectieux combinés, d’'une
facon ou d’'une autre, avec les molécules du CMH initieraient I'activation des lymphocytes a
été émise par H. Lawrence des 1959 (Lawrence, 1959). Il faudra attendre 15 ans pour voir
cette hypothése validée par Zinkernagel & Doherty, qui ont montré que les lymphocytes T
CD8' peuvent reconnaitre des cellules infectées, mais que cette reconnaissance est restreinte
aux molécules CMH-I.

Cette démonstration (revue par (Zinkernagel and Doherty, 1997)) utilise le modéle du virus de
la chorioméningite lymphocytaire (LCMV). Le LCMV est capable d'induire une
immunopathologie létale apres infection des cellules méningées du cerveau, et il a été montré
gue les cellules T en sont responsables (Cole et al., 1972). Partant du constat que la mortalité
et la cinétique de I'immunopathologie sont difféerentes selon I'haplotype H-2 des animaux

infectés (Oldstone et al., 1973), Zinkernagel & Doherty ont testé l'activité cytotoxique des
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cellules T isolées au pic de la réponse antivirale sur des cellules cibles infectées avec le
LCMV (« CTL assay »). lls ont alors pu observer une activité lytique des cellules T lorsque
des cellules cibles de méme haplotype H-2 étaient utilisées (Zinkernagel and Doherty, 1974b).
Ces résultats ont été rapidement affinés par l'analyse de la restriction aprés infection
d’animaux hétérozygotes pour H-2 (par exemple“®-2u bien congéniques (par exemple
H-2K* H-2D"), pour arriver a la conclusion que chaque cellule T est restreinte par une

molécule CMH-I précise (Blanden et al., 1975; Zinkernagel and Doherty, 1974a).

La diversité du récepteur des cellules dB est assurée par plusieurs mécanisnjes :
combinatoire entre des segments de genes ; dégénérescence au niveau des jonctiong entre ces
segments ; formation du TCR complet par I'assemblage entre les clwiee¢s3. La
gigantesque diversité potentiellement générée permet la reconnaissance d’'une extrénje variété
de ligands, que forment les molécules du CMH associées aux peptides du soi ou étrgngers. I
existe une pression sélective qui pousse les cellules T a n’exprimer qu’une seuld chajne

TCR, mais ce processus d’exclusion allélique n’a pas lieu dans le cas de laochasiims, la

probabilité d’obtenir une cellule T exprimant deux TCR a sa surface est relativement éIIsvée.

C. La sélection thymique

1) Sélection positive et sélection négative

a) Mise en évidence des deux types de sélection

Arrivées au stade DP, les thymocytes expriment a leur surface uruff€Bmplet, d’abord
faiblement puis fortement, et deviennent alors sujets a la sélection positive et a la sélection
négative (revue par (Amsen and Kruisbeek, 1998; Benoist and Mathis, 1997; Marrack and
Kappler, 1997; Sebzda et al., 1999)). En effet, les thymocytes ne peuvent se différencier en
cellules Tap matures que si leur TCR interagit avec les molécules du CMH dans le thymus
(Bevan, 1977; Zinkernagel et al., 1978). La sélection positive permet donc de sortir du lot les
thymocytes qui expriment un TCR restreint aux molécules du CMH du soi, autrement dit des

cellules capables de reconnaitre dans une certaine mesure le soi. Ce processus est a lui-seul
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responsable de la mort de la plupart des cellules DP, qui meurent en effet par « négligence »,
autrement dit par défaut de sélection positive (Surh and Sprent, 1994). La sélection positive
s'accompagne d’'une séparation entre la lignée des cellulaf TD4" restreintes aux
molécules CMH-II et la lignée @p CD8' restreinte aux molécules CMH-I. Ainsi, I'analyse

de souris transgéniques pour un TCR restreint a une molécule CMH-1 (Sha et al., 1988; Teh et
al., 1988) ou bien du CMH-II (Berg et al., 1989; Kaye et al., 1989) montre un bais évident
pour la lignée Tap CD8 ou CD4, respectivement.

Dans le méme temps, le systéme immunitaire doit, pour la sauvegarde de I'organisme, éviter
I"horror autotoxicus c’est-a-dire le déclenchement d'une activité immunitaire contre
'organisme lui-méme. Pour mettre en évidence l'existence de la sélection négative, une
premiere approche a consisté a utiliser les propriétés d’antigenes du soi capables de réagir
avec toutes les cellules T d’'une famill§d Monnée, les superantigenes. Dans le thymus de
souris exprimant un superantigéne, on peut ainsi observer la délétion des populations T
spécifiques entre le stade DP TCRt DP TCR®" (Kappler et al., 1987; MacDonald et al.,
1988). Une seconde approche utilise les souris transgéniques pour le TCR, et c’estie TCR
spécifique pour l'antigene male HY, présenté par H;:2(ui a été le plus mis a profit
(Kisielow et al., 1988). Dans ce systeme, les souris males montrent une délétion clonale
massive au stade DP, et les cellules T échappant a I'élimination sont hyporéactive$"et CD8

La sélection négative intervient donc pour éliminer, physiquement ou fonctionnellement, les
thymocytes portant un TCR spécifique pour un auto-antigéne, et ce a nouveau au travers
d’'une interaction entre le TCR et les molécules du CMH. Suivant le modéle expérimental
utilisé, il est estimé que 5% a 75% des thymocytes positivement sélectionnées sont
potentiellement sujets a la sélection négative (revue par (Sebzda et al., 1999)), notamment du
fait de 'augmentation de I'expression de surface du TCR durant la maturation au stade DP
(Ohashi et al., 1990). Au final, il est estimé que 3-5% des thymocytes DP survivent au
processus de sélection (Huesmann et al., 1991; Shortman et al., 1991). Toutefois, il est tres
artificiel de considérer qu’il existe une séquence entre les sélections négative et positive : dans
certains cas, la sélection négative aura lieu directement ; dans d’autres situations, elle pourra

intervenir apres la sélection positive, par exemple lors de I'entrée dans la medulla.

b) Sélection et peptides du complexe pAg-CMH

Le fait que la méme interaction TCR/pAg-CMH puisse conduire les deux phénomenes de la
sélection positive et négative pose la question de la nature des peptides impliqués. On sait que

la nature des complexes pAg-CMH influe directement sur la mise en place du répertoire
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durant le développement thymique, les peptides du soi impliqués pendant la sélection positive
pouvant étre trés proches de ceux qui déclenchent la réponse T spécifique (Bevan and Hunig,
1981). Ainsi, en utilisant des mutants de la molécule B-2Ka été montré que la sélection
positive d’un répertoire T anti-ovalbumine est directement corrélée avec la capacité de H-2K
de pouvoir présenter le peptide spécifique issu de I'ovalbumine (Nikolic-Zugic and Bevan,
1990). De méme, si 'absence de molécules CMH-I & la surface des cRRuiésou TAP”
empéche un développement normal des cellule TD8" (Koller et al., 1990; Van Kaer et

al., 1992; Zijlstra et al., 1990), la sélection positive est restaurée apres apport exogéene de
peptides dans des cultures d’'organe thymique fcetal (Foetal Thymic Organ Culture, FTOC)
dérivées de ces animaux (Ashton-Rickardt et al., 1993; Hogquist et al., 1993).

Si ces études montrent également que la sélection positive est bien plus efficace lorsque que
le lot de peptide est large, on peut également observer qu’'un unique peptide permet la
sélection d’une population T CD@olyclonale (Ashton-Rickardt et al., 1993). Dans le méme
ordre d’idée, des études ont été menées chez des souris présentant un unique complexe pAg-
CMH-II. Ces modéles sont obtenus soit avec des souris transgéniques exprimant le ligand
IABP-pAg Tg dans un fond I li” (Ignatowicz et al., 1996a), soit avec des animaux
déficients pour H-2M qui n'ont que le peptide CLIP présenté sur les molécules CMH-II
(Fung-Leung et al., 1996; Martin et al., 1996; Miyazaki et al., 1996). Dans ces deux systémes,
un répertoire de cellules T CD4arié peut étre sélectionné vivo avec un ligand unique
pAg-CMH, méme si on note que la population T CPsgt de taille réduite (20% a 50% de la

taille normale).

Les estimations existantes indiquent que le nombre de peptides du soi présentés dans le
thymus s’éléve environ a 30" peptides différents, alors que le nombre de molécules du
CMH exprimées en surface est de-10° (Engelhard, 1994), sauf dans le cas des cellules
épithéliales thymiques qui expriment environ 10 fois moins de molécules du CMH (Delaney
et al., 1998). En conséquence, et en concordance avec les résultats précédents, il est suggéré
gue le processus de reconnaissance entre le TCR et les ligands pAg-CMH est flexible et
partiellement dégénéré, ce qui est nécessaire pour pouvoir générer la grande diversité clonale

observéen vivo.

¢) Induction de tolérance par délétion et par anergie

L’induction de tolérance qui opére au travers de la sélection négative débouche globalement
sur deux types d’issue pour les thymocytes. Soit, les thymocytes autoréactifs subissent la

délétion clonale, autrement dit une élimination physique par « mort cellulaire programmeée »

INTRODUCTIONS3



Sélection thymique des lymphocytes3T

(apoptose), soit la tolérance est mise en place en induisant chez les thymocytes autoréactifs un
état réfractaire appelé anergie (revue par (Kisielow et al., 1991; McConkey et al., 1992)).

Le modele du TCR anti-méale aHY est a ce titre particulierement informatif (Kisielow et al.,
1988). Chez les femelles transgéniques, la plupart des cellules T sont de phénotype TCR aHY
Tg" CD8'. Par contre, la sélection thymique est perturbée chez les méles et la population DP
subit une délétion massive. Cette délétion n’est toutefois pas totale, et les cellules TCR aHY
Tg" expriment soit de faibles niveaux de CD8 a leur surface, soit aucun co-récepteur. La
stimulationin vitro de ces cellules avec de fortes doses du peptide spécifique n’induit pas de
prolifération, au contraire de ce qui est observé avec les cellules TCR aHég emelles.
Alternativement, on peut envisager que les cellules qui sont sélectionnées dans ce contexte ne
subissent pas une anergie apres la sélection, mais plut6t sur des criteres de non-réponse contre

la concentration d’Ag présente, d’ou leur phénotype inhabituel.

2) Modéle qualitatif et modeéle guantitatif

La question de la nature des peptides impliqués dans la sélection thymique est liée a la nature
du signal induisant les sélections positive et négakigu(e 10). Cela est notamment di aux
résultats, apparemment contradictoires, obtenus en étudiant des FTOCs dérivant de souris
TCR-Tg" B2m” ou TCR-Tg TAP” (Ashton-Rickardt et al., 1994; Hogquist et al., 1994;
Sebzda et al., 1994). La plupart des discussions sont basées sur le caractere supposé activateur
(agoniste), ou au contraire inducteur d'un comportement réfractaire (antagoniste) des peptides
utilisés (De Magistris et al., 1992).

a) Modele qualitatif du peptide

Le premier modele est qualitatif, dans le sens ou des peptides différents débouchent soit sur
une sélection positive, soit sur une sélection négative. Ainsi, en utilisant des souris
transgéniques pour le TCR OT-1, spécifique d’'un peptide de I'ovalbumine dans le contexte
H-2K", il a été montré que des peptides antagonistes soutiennent la sélection positive alors
que les peptides agonistes induisent une sélection positive inefficace a tres faible
concentration, voire une délétion clonale a haute concentration (Hogquist et al., 1994;
Jameson et al., 1994). Ces résultats ont été confirmés par la mesure des affinités entre TCR et
complexe pAg-CMH, et il a été observé que les ligands pAg-CMH dits antagonistes,
soutenant la sélection positive, possédent une affinit¢ 5 a 10 fois inférieure a celle de
'agoniste (Alam et al., 1996). La transduction du signal est également altérée suivant la

nature ligand pAg-CMH, notamment les niveaux relatifs de phosphorylation des chaines
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CD3e et CDJ, ce qui renforce l'idée selon laquelle des signaux qualitativement différents
influent sur la différenciation des thymocytes (Chau et al., 1998; La Face et al., 1997;
Madrenas et al., 1995; Reis e Sousa et al., 1996).

Toutefois, il faut tempérer ces résultats, car il n'a pas toujours été observé qu'un ligand
antagoniste puisse induire une sélection positive. Au contraire, on note dans certains cas
gu’'un peptide antagoniste peut induire une délétion clonale (Page et al., 1994), inhiber la
sélection négative (Williams et al., 1996), voire bloquer tout le développement T (Spain et al.,
1994). Dans le méme ordre d'idée, le ligand responsable de la sélection positive peut
également induire une réponse T a lI'image d’'un agoniste, comme c’est par exemple le cas
avec les cellules T CD4sélectionnées par le ligand BApAg Tg' dans un fond IR li”
(Ignatowicz et al., 1996b). Enfin, une étude portant sur les signaux intracellulaires induits par
une gamme de peptides mutés, allant d’antagoniste a agoniste, a montré que la différence est
purement quantitative, c’est-a-dire que la différence de réponse s’explique par un gradient de

signaux intracellulaires (Smyth et al., 1998).

b) Modele quantitatif de I'avidité

Du fait des précédents constats, il est logique qu’'un second modéle propose une vue
guantitative de la sélection, ou l'avidité globale et l'intégration des signaux priment. Ainsi,
des FTOC dérivant de souris TCR Tg, déficientes pour I'expression de molécules CMH-I
chargées en peptide endogéne, ont montré que I'ajout exogene du peptide agoniste induit une
sélection positive a faible concentration et une sélection négative a forte concentration
(Ashton-Rickardt et al., 1994; Sebzda et al., 1994). D’ailleurs, les résultats du groupe de M.
Bevan avec le modele OT-1 sont compatibles avec le modéle quantitatif puisque la sélection
positive s’y déroule avec une forte concentration de ligand « faible » (Hogquist et al., 1994;
Jameson et al., 1994). Dans ce modele, la somme des signaux intégrés décide du devenir du
thymocyte, ce qui veut dire qu’un ligand de faible affinité en grande quantité ou un ligand de
forte affinité, mais rare, débouchent tous deux sur une sélection positive. Au contraire, si le
ligand de forte affinité est présent en grande quantité, I'avidité globale est trop forte et induit
une sélection négative. Des résultats obtenus en comparant deux lignées de efupiad-A

Tg" dans un fond I-8°" li”, entre lesquelles le niveau d’expression du transgéne différe de 5

a 10 fois, soutiennent ce modele (Fukui et al., 1997). En effet, la souche de souris ou
I'expression du ligand est la plus faible contient une population de cellules TawBe un

usage de segment{3Warié, a I'image de ce qui a été observé par le groupe de P. Marrack et

J. Kappler (Ignatowicz et al., 1996a). A l'inverse, les souris avec I'expression forte du ligand
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I-ABP-pAg n'ont pas de population de cellules T CDdatures, suggérant qu’une sélection
négative massive a eu lieu dans le thymus. De maniére intéressante, la différence d’expression
entre les deux lignées est du méme ordre de grandeur que la difference d’affinité du TCR
observée précédemment pour un ligand antagoniste soutenant la sélection positive, ou pour un

ligand agoniste inducteur de délétion clonale (Alam et al., 1996).

c) Sélection des thymocytes : « not by TCR alone »

A priori, le modéle de l'avidité est plus satisfaisant, notamment parce qu'il tient également
compte des autres récepteurs cellulaires en jeu. Ces molécules peuvent par exemple influer
sur linteraction entre les thymocytes et les cellules du stroma thymigue, comme les
co-récepteurs, les molécules d’adhésion (revue par (Amsen and Kruisbeek, 1998)) ou peuvent
transduire des signaux, comme c’est le cas avec les glucocorticoides (Vacchio and Ashwell,
1997). Ce sont autant d’éléments agissant sur l'avidité globale ou la quantité de signaux
transduits. Toutefois, on note que quelques exemples allant contre le modéle de I'avidité ont
été rapportés, en montrant notamment que des cellules T sélectionnées par un ligand agoniste
peuvent étre non-fonctionnelles (Girao et al., 1997; Hogquist et al., 1995). Il faut donc sans
doute moduler l'approche quantitative par l'aspect qualitatif que procurent le micro-
environnement thymique et les signaux annexes, dus notamment aux interactions autres que
TCR-CMH.

En somme, on peut supposer que la sélection des thymocytes est dépendante d’une
combinaison entre l'affinité des ligands pAg-CMH disponibles, leur fréquence, l'avidité
globale de chaque thymocyte pour les cellules du stroma thymique et enfin la nature des
peptides impliqués, qui peut varier en fonction de la localisation et I'origine des différentes
CPA.

3) Epithélium thymique et cellules dérivées de la moelle osseuse

La composition du thymus, au sein duquel les thymocytes migrent durant leur maturation,
n’est pas homogene. On releve notamment que la plupart des CPA d’origine hématopoiétique
se trouvent dans la medulla et a la jonction cortico-médullaire. Si on considére les données
précédentes sur les signaux de sélection et sur I'évolution de l'avidité des thymocytes pour
leurs ligands durant leur différenciation, on peut penser que la sélection est

« compartimentalisée » en terme de CPA.
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a) Roles respectifs durant la sélection positive

La sélection positive est semble-t-il soutenue majoritairement par les cellules épithéliales du
cortex thymique. L’expression de I'élément de restriction du CMH par les cellules épithéliales
médullaires, ou bien par les cellules thymiques dérivées de la moelle osseuse n’induit pas une
sélection positive significative (Benoist and Mathis, 1989; Bill and Palmer, 1989; Brocker et
al., 1997; Cosgrove et al., 1992). Les CPA thymiques d’origine hématopoiétique ne peuvent a
priori pas soutenir la sélection positive de maniére efficace. Par exemple, la reconstitution
d’animauxB2m’” irradiés avec de la moelle osseuse de donB2ui montre une reprise trés
limitée de la sélection positive (Bix and Raulet, 1992). Il n'est d’ailleurs pas exclu que cela
soit d0 a I'expression de molécules du CMH-I sur les cellules épithéliales radio-résistantes du
cortex, par exemple sous I'effet d’'un apport dB2an dans I'environnement thymique par les
cellulesB2m’ dérivées de la moelle osseuse.

Il faut toutefois noter que des résultats intrigants ont été obtenus dans des modéles de souris
nu/nu recevant une greffe de thymus allogénique (Zinkernagel and Althage, 1999;
Zinkernagel et al., 1980). Conformément aux résultats démontrant le réle primordial de
I'épithélium thymique dans la sélection positive, des sourlaud’haplotype H-2 recevant

une greffe de thymus H:2u H-2 développent une population de cellules T restreinte aux
molécules H-2 ou H-2' respectivement. De maniére étonnante, des sowrsu H-2°
recevant une greffe de thymus K-dbnnent des cellules T restreintes a°HS2 ces animaux

sont en plus irradiés et reconstitués avec de la moelle osseuse provenant d’un dorfpeur H-2
alors les cellules T sont restreintes a He? H-2, avec un biais en faveur de H-2
(Zinkernagel and Althage, 1999). Enfin, des sontituH-2° recevant une greffe de thymus

H-2° de donneur CMHY° CMH-I1°°, voire une xénogreffe de rat, donnent des cellules T
restreintes a H*2(Zinkernagel and Althage, 1999). Ces expériences montrent donc que les
CPA d'origine hématopoiétique peuvent jouer un réle durant la sélection positive, méme si
cela ne concerne que des cas extrémes.

Il est suggéré que les cellules épithéliales du cortex thymigue possedent des propriétés
uniques leur permettant de soutenir la sélection positive. C'est nhotamment la conclusion
d’expériences de ré-agrégatiam vitro de thymocytes DP avec une multitude de lignées
cellulaires exprimant des complexes pAg-CMH, ou seules les cellules corticales déclenchent
une sélection positive (Anderson et al., 1994; Vukmanovic et al., 1992). Au contraire,
d’autres résultats battent en breche cette idée, 'exemple le plus probant étant celui d’'une

sélection positive des thymocytes DP apres injection intrathymique de fibroblastes (Hugo et
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al., 1993; Pawlowski et al., 1993). Au final, cela ne contrarie cependant pas le fait que ce sont
les cellules épithéliales du cortex thymique qui supportent le mieux la sélection positive des
thymocytes dans des conditions physiologiques normales.

b) Roles respectifs durant la sélection négative

Les cellules dendritiques du thymus sont clairement des CPA efficaces pour la délétion
clonale (Brocker et al., 1997; Carlow et al., 1992; Jenkinson et al., 1992). La situation est plus
confuse en ce qui concerne le rble de I'épithélium thymique dans la sélection négative. Les
premiéres expériences ont été menées dans des chimeéeres de moelle osseuse, I'épithélium
thymique étant radio-résistant, et elles ont indiquées I'absence d’induction de tolérance par
I'épithélium thymique (revue par (Sprent et al., 1993)). Dans un second temps, ces résultats
ont été réévalués, et il a été conclu que I'épithélium thymique peut induire un état de
tolérance, mais de maniére tissu-spécifique (Bonomo and Matzinger, 1993). Toutefois, si
I'épithélium thymique exprimant le ligand spécifique peut induire la délétion clonale de
thymocytes TCR Tg (Bonomo and Matzinger, 1993; Speiser et al., 1992), il est moins efficace
gue les CPA d'origine hématopoiétique (Carlow et al., 1992; Hoffmann et al., 1995). Un
résultat similaire est obtenu dans des expériences de ré-agrégation de thymocytes DP avec de
I'épithélium thymique, ou l'ajout de cellules dendritiques est nécessaire pour induire une
délétion par un superantigene (Jenkinson et al., 1992).

L’épithélium thymique peut donc, dans certains cas, promouvoir une sélection négative.
Toutefois, il reste a déterminer si les cellules épithéliales du cortex et de la medulla montrent
des capacités différentes dans ce domaine. Il semblerait que les cellules corticales ne soient
pas de bons partenaires pour la sélection négative. Par exemple, il n'y a pas de délétion
induite par un superantigéne endogéne dans les souris "RediB n’ont ni cellules
dendritiques, ni cellules médullaires (Laufer et al., 1996). Dans cette méme étude, l'injection
du ligand spécifique dans des souris TCR Tg exprimant les molécules CMH-II uniquement
sur les cellules corticales montre I'absence de délétion. Enfin, en utilisant des souris non TCR
Tg, ou I'expression des molécules CMH-II est a nouveau limitée aux cellules corticales, il n'y

a pas de délétion en présence d’'un superantigene (Laufer et al., 1996). A l'inverse, les cellules
de I'épithélium médullaire ont montré dans un systeme équivalent qu’elles peuvent induire
une délétion (Burkly et al., 1993). Toutefois, on observe dans un certain nombre de systemes
expérimentaux que la délétion clonale des thymocytes a lieu dans le cortex au stade DP
TCR® (Kisielow et al., 1988; Murphy et al., 1990; Surh and Sprent, 1994). Ainsi, il est

possible que I'épithélium du cortex thymique puisse soutenir la sélection négative, en

INTRODUCTIONSE



Sélection thymique des lymphocytes3T

particulier lors d’interactions de forte affinité comme c’est le cas du TCR aHY chez les souris
males (Kisielow et al., 1988).

En somme, il est suggéré que la sélection négative est avant tout induite par les cellules
dendritiques du thymus, méme si I'épithélium médullaire et I'épithélium cortical, dans une

moindre mesure, peuvent soutenir en partie le processus.

4) Modéle stochastigue ou instructioniste ?

L'utilisation de modeles animaux TCR Tg a permis de montrer que les thymocytes DP
restreints aux molécules CMH-I ou CMH-II se différencient en cellules SP8 (Pircher et al.,
1989; Teh et al.,, 1988) ou SP4 respectivement (Berg et al.,, 1989; Kaye et al., 1989).
Toutefois, la nature du mécanisme se trouvant derriere I'engagement dans la lignéé T CD4
ou CD8 reste discutée, notamment pour savoir s'il s’agit d'un choix stochastique

(indépendant de l'interaction TCR-CMH) ou au contraire instructioniste (directement décidé

par cette interaction).

a) Modeéle instructioniste

Le modéle instructioniste postule que c’est le signal délivré par le complexe TCR-co-
récepteur qui détermine si c’est I'expression de la molécule CD4 ou CD8 qui doit étre
réprimée. En effet, au dela des résultats indiqués précédemment et obtenus avec les souris
TCR Tg, ce modéle est soutenu par des expériences montrant le réle clef du co-récepteur dans
le processus. En particulier, la partie cytoplasmique de CD4 ou CD8 est impliquée dans le
choix de I'engagement, sans doute en permettant I'activation d& (fhg-Leung et al.,

1993; Itano et al., 1994; Itano et al., 1996; Matechak et al., 1996). Une explication possible
est que l'affinité de CD4 pour pS6est environ 20 fois supérieure a celle de CD8, et que CD4
recrute donc p3% de maniére plus efficace lors de la stimulation du TCR (Campbell et al.,
1995; Wiest et al., 1993). Ainsi, un TCR restreint aux molécules CMH-II peut amener au
développement de cellules T CDE I'expression de CD4, et donc le recrutement dé*p56

est altérée (Matechak et al., 1996). De méme, I'expression d’'une forme constitutivement
active de p56 pousse les cellules OT-1 a s’engager dans la lignée T Qfetnandez-

Hoyos et al., 2000).

Le modéle instructioniste est donc généralement lié a une notion quantitative des signaux
intégrés par les thymocytes (revue par (Hogquist, 2001)). Toutefois, plutdt que la quantité de
signal recu, il apparait désormais que c’est la durée d’engagement des récepteurs qui est

importante. Ainsi, I'équipe de R. Germain propose un modéle « instructioniste/durée du

INTRODUCTIONSS



Sélection thymique des lymphocytes3T

signal » dans lequel un thymocyte DP se différencie en cellule SP4 s’il recoit un signal de
longue durée (Yasutomo et al., 2000a). Le choix d’engagement intervient avant tout
changement dans 'expression des génes codant pour les co-récepteurs, leur transcription et
leur expression en surface étant purement une conséquence de ce choix (Yasutomo et al.,
2000a; Yasutomo et al., 2000b).

b) Choix stochastigue/sélectif

D’autres groupes ont montré que le choix dans la suppression de I'expression des génes
codant pour CD4 ou CD8 n’est pas déterminé par la restriction du TCR aux molécules du
CMH lors de la sélection positive, et que les thymocytes sont par la suite « testés » pour
déterminer si la bonne décision a été prise ou non (Chan et al., 1993; Corbella et al., 1994;
Crump et al., 1993; Davis et al., 1993; Kirberg et al., 1994). Ainsi, la premiere étape est le fait
d’'un processus stochastique, qui est ensuite rattrapé par une sélection stricte. Ce modeéle est
appuyé par I'observation de populations intermédiaires de thymocytes entre les stades DP et
SP (CD4 CD8°" et CD4" CDS8") exprimant un TCR et un co-récepteur en désaccord avec la
restriction (Chan et al., 1993; Davis et al.,, 1993; van Meerwijk and Germain, 1993).
Toutefois, l'utilisation du niveau d’expression en surface de CD4 et CD8 est semble-t-il une
source de confusion. En effet, des travaux suggérent que la disparition des deux co-récepteurs
depuis la surface s’effectue a une vitesse différente, l'internalisation de CD8 étant la plus
rapide (Lundberg et al., 1995; Suzuki et al., 1995). Ainsi, lorsque des cellul¢sQTB4",
restreintes aux molécules CMH-I et issues d’'un thymus CHdbnt transférées dans un
thymus normal, elles peuvent éventuellement se différencier en thymocytes SP8 (Benveniste
et al., 1996; Kydd et al., 1995; Lundberg et al., 1995). L’analyse de ces celluléOB%

montre d’ailleurs de maniere intéressante que la transcription du géne codant pour CD4 est
éteinte alors que les génes codant pour CD8 sont toujours exprimés (Benveniste et al., 1996;
Suzuki et al., 1995). Plus récemment, le groupe de C. Benoist & D. Mathis a créé un modele
de souris possédant un gene rapporteur au locus CD4, et l'analyse des populations
intermédiaires de thymocytes va dans le sens du modéle stochastique (Chan et al., 1998).

c) Modeéle instructioniste/par défaut

En se basant en particulier sur des observations de la population intermédiair€ g%
(Benveniste et al.,, 1996; Lundberg et al., 1995; Suzuki et al., 1995), un modéle
instructioniste/par défaut a été proposé. Ce modele apparait non symétrique, du fait d'un biais

développemental « par défaut » vers la lignée T'QPdnt et al., 1996). Il partage avec le
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modele instructioniste le fait que la signalisation du complexe TCR-co-récepteur dirige le
phénotype final. L'engagement par défaut vers la lignée T *C&4 permis par une
diminution pré-programmée de I'expression de CD8 qui a lieu apres I'engagement du TCR a
la surface des cellules DP, quelque soit la restriction dudit TCR (Brugnera et al., 2000).
Ensuite, si le TCR est restreint par les molécules CMH-I, le thymocyte recoit un signal faible
(co-récepteur CD8 en faible quantité, faible affinité de CD8 poufpsé de courte durée, et

il subit un «renversement de co-récepteur », c'est-a-dire une ré-expression de CD8 et
I'extinction de CD4. Des signaux spécifiques de la mise en place de la lignée T CD8
pourraient également étre mis en jeu, notamment la stimulation du récepteur a I'lL-7
(Brugnera et al., 2000) ou bien I'engagement de Notch-1 (Robey et al., 1996). A l'inverse, un
TCR restreint aux molécules CMH-II transduit un signal fort ou de longue durée, et le
thymocyte est alors réfractaire a la ré-expression de CD8 et aux signaux poussant les
thymocytes vers la lignée T CD&e modéle dit du « renversement de co-récepteur » indique
donc que la population CDL£D8*" est au centre du choix d’engagement vers les stades SP4
ou SP8 (revue par (Singer, 2002)). Il permet également de faire une distinction claire entre
l'intensité du signal, qui détermine l'efficacité de la sélection positive, et la durée du signal,
qui affecte le choix d’engagement CD4/CD8 (Bosselut et al., 2001).

La sélection thymique est un processus majeur dans la mise en place du systéme imrjpunitaire.
Elle assure au travers de la sélection positive une élimination des cellules T incapgbles de
reconnaitre les molécules du CMH du soi. La sélection négative permet d’éliminer les ¢ellules
T possédant une affinité forte envers un complexe pAg-CMH du soi, c’est-a-dire les dellules
potentiellement dangereuses pour I'organisme. Au final, 3 a 5% des cellules DP surviyent au

processus et peuvent s’engager vers la lignée T soit, GBIt CDS8.
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[ll.  SURVIE & SELECTION PERIPHERIQUE DES CELLULES T CD8" af3

Apres les étapes de sélection thymique, les lymphocytef3 Ts’engagent de maniere
définitive soit vers la lignée T CD4soit vers la lignée T CD8Chacune de ces populations
présente des fonctions et caractéristigues précises, qui leurs permettent de remplir
efficacement leur réle dans la lutte constante contre les agents infectieux. Dans ce chapitre,
nous allons nous concentrer sur le cas des cellules T @& « naives », c’'est-a-dire
n'ayant pas encore monté de réponse immunitaire contre leurs Ag spécifiques, et les cellules
T CD8" « mémoires ». Les différences entre ces deux compartiments seront dégagées, et nous

aborderons les mécanismes de régulation des compartiments lymphocytaires.

A. Lymphocytes T CD8naifs et mémoires

1) Caractérisation des cellules T CDBaives et mémoires/activeées

a) Phénotypes et caractéristiques

Lorsqu’un organisme monte une réponse immunitaire primaire contre un agent infectieux et y
survit, il devient protégé de maniére plus efficace contre une nouvelle infection par le méme
pathogéne (revue par (Sprent, 1997; Zinkernagel et al., 1996)). Ce critere est sans doute le
plus fiable pour confirmer I'existence d’'une mémoire immunitaire spécifique. Pour aller au
dela de cette observation, de nombreux groupes ont cherché a caractériser phénotypiquement
et fonctionnellement les cellules T mémoires. Pour commencer, les cellules T ont été divisées
en deux catégories suivant I'expression de marqueurs extra- et intracellulaires. Les cellules T
CD8' dites « naives », n'ayant jamais rencontré I'antigéne spécifique, possedent le phénotype
CD44°" CD62L"" et sont opposées aux cellules mémoires et activées, ces deux types de
cellules partageant chez la souris le phénotype COED621°" (Tough and Sprent, 1994).
Depuis, d’autres molécules ont été identifiées pour mieux séparer les différentes populations
de cellules T, des naives aux mémoires en passant par les cellules effectrices de la réponse
immunitaire (Sprent, 1997). Par exemple, certains marqueurs de surface comme Ly-6C ou les
O-glycans, permettent de différencier les cellules mémoires des cellules effectrices ou naives
(Goldrath et al., 2000; Harrington et al., 2000). En outre, des modeéles de souris transgéniques
pour le TCR ont montré que les cellules naives, effectrices et mémoires different dans leur
comportement aprés stimulation quant a leur production de cytokines, leur vitesse de
prolifération et leur rapidité a développer des fonctions effectrices (Bachmann et al., 1999a,;
Cho et al., 1999; Kedl and Mescher, 1998; Veiga-Fernandes et al., 2000). Ainsi, les cellules T
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CD8 mémoires mettent en oeuvre plus rapidement leurs mécanismes effecteurs que les
cellules naives (Lalvani et al., 1997; Selin et al., 1999). De plus, les cellules mémoires sont
sensibles a de faibles niveaux d’antigene (Ahmed and Gray, 1996), et sont moins dépendantes
des signhaux de co-stimulation que les cellules naives (lezzi et al., 1998). Enfin, les cellules T
CD8" meémoires expriment des niveaux plus élevés du facteur anti-apoptotique Bcl-2
(Grayson et al., 2000), similairement a ce qui est observé avec les cellules Mm&Ddires

(Garcia et al., 1999), ou encore d’autres molécules influant sur la survie comme le facteur de
transcription LKLF (Schober et al., 1999).

L’ensemble de ces différences qualitatives est compatible avec l'idée selon laquelle la réponse
mémoire est plus efficace et plus rapide que la réponse primaire, méme si 'augmentation de
la fréquence des cellules mémoires aprés immunisation, par rapport a la fréquence des cellules
naives spécifiques, constitue une différence quantitative fondamentale (revue par (Dutton et
al., 1998)). L’ensemble des mécanismes favorisant la survie des cellules mémoires participe
sans doute au maintien de cette fréquence accrue, via l'action de facteurs extracellulaires
comme I'lL-15 ou bien I'lL-7 (Marrack et al., 2000; Schluns et al., 2000). A cet égard, on
remarque que les cellules T CD&émoires sont particulierement affectées dans une lignée
de souris déficientes pour I'expression de la chaine ILalSBus I'effet d’'une réduction de
'expression du facteur anti-apoptotique Bcl-2 (Wu et al., 2002).A l'inverse, les cellules T
CD8" mémoires proliferent plus et expriment de forts niveaux de Bcl-2 lorsqu’elles sont
exposées a des niveaux élevés d’ILir1Bivo (Yajima et al., 2002).

Deux modeles s’affrontent quant a I'origine des cellules T mémoires, car elles peuvent dériver
soit de cellules effectrices dans un modéle linéaire de différenciation, soit de cellules naives
qgui ne développent pas de fonctions effectrices (revue par (Ahmed and Gray, 1996; Farber,
1998)). Des données récentes indiquent que la stimulation antigénique des cellules T CD8
initie un programme pré-établi de divisions cellulaires, indépendant de nouvelles stimulations
par I'antigéne, jusqu’a la formation de cellules mémoires (Kaech and Ahmed, 2001). Ce
constat favorise le second modele. A l'inverse, I'observation selon laquelle les cellules
mémoires conservent I'expression de la perforine, employée par les cellules T CD8
effectrices, va plutét dans le sens du premier modéle (Opferman et al., 1999). La réponse
définitive a cette question n'est donc pas apportée, et il ne semble pas improbable que les
cellules T mémoires apparaissent via une combinaison de ces différentes possibilités. Cela est
par exemple suggéré chez 'homme par l'identification de plusieurs types de cellules T

mémoires/effectrices (Sallusto et al., 1999).
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b) Export thymique, migration et dynamique des populations

La plupart des thymocytes sont éliminés pendant les étapes de la sélection thymique, et peu
d’entre eux sont finalement exportés vers la périphérie. Chez la jeune souris, il est ainsi
estimé que I'export thymique maximal se situe aux environs de {-2elliles par jour
(Shortman et al., 1990). Certains résultats obtenus chez le rat indiquent que les cellules T
quittant le thymus ne sont pas véritablement de vrais lymphocytes matures, et que des étapes
de maturation post-thymique sont envisageables (revue par (Sprent, 1993)).

Aprés avoir quittés le thymus, les lymphocytes T colonisent les organes lymphoides
périphériques, et circulent de maniere constante entre ces organes: rate, ganglions
lymphatiques, circuits sanguin et lymphatique. Cette circulation peut toutefois étre stoppée,
lorsque les cellules sont séquestrées dans les zones T des organes lymphoides par des CPA
(Sprent and Tough, 2001). Elle peut également étre réorientée lorsque les cellules T activée
acquierent la capacité de migrer au travers de I'endothélium, ce que les cellules naives ne
peuvent normalement pas faire (Benoist and Mathis, 1999). Les cellules T activées peuvent
donc accéder aux sites extra-lymphoides comme la peau, les intestins, les poumons, et ce de
maniére relativement tissu-spécifiqgue grace a I'expression spécifique d’intégrines (revues par
(Butcher and Picker, 1996; Mackay, 1993)), ou bien de récepteurs aux chémokines (revue par
(Campbell and Butcher, 2000)). Ainsi, il apparait que l'adressage des cellules T vers les
organes lymphoides secondaires (médié par le couple CCR7/SLC) n'utilise pas les mémes
molécules que l'adressage vers la peau (CCR4/TARC) ou les intestins (CCR9/TECK). Le
schéma de migration hétérogene des cellules mémoires/effectrices, contrairement au schéma
homogene des cellules naives, est en général corrélé avec le site d’activation. Par exemple,
des cellules T activées au niveau des plaques de Peyer auront tendance a exprimer les
molécules nécessaires a une migration vers les intestins (Benoist and Mathis, 1999).

Ces observations ont été récemment affinées chez 'homme, les cellules T mémoires ayant été
sub-divisées suivant I'expression du récepteur aux chémokines CCR7 (Sallusto et al., 1999).
Ainsi, il a été montré que les lymphocytes T mémoires humains CTAR7TEM (T Effector
Memory), expriment des récepteurs leur permettant de migrer, comme nous l'avons
préecédemment vu, vers les sites d'inflammation. Les lymphocytes TEM peuvent alors activer
leurs fonctions effectrices de maniére immeédiate. A linverse, une seconde population de
cellules mémoires T CCR7ite TCM (T Central Memory), reste dans le circuit lymphatique.

Ces cellules TCM ne posseédent pas de fonctions effectrices immédiates, mais peuvent

stimuler efficacement les cellules dendritiques et se différencier en cellules TEM (Sallusto et

INTRODUCTIONG4



Survie et sélection périphérique des lymphocytes T @P8

al., 1999). Chez la souris, il a été montré que des cellules T &fi@ées en présence d’IL-

15 (CD8"™) donnent des cellules de type TCM, alors que l'activation en présence d’'IL-2
donne des cellules (CB8) de type TEM (Manjunath et al., 2001). Les résultats obtenus chez
I’'hnomme ont été confirmés dans ce systéme murin, puisque les cellulé€ @ixent plus
efficacement vers les zones d’inflammation, alors que seules les cellulés™QRgivent
s'établir efficacement dans les ganglions lymphatiques, de maniére CCR7-dépendante
(Weninger et al., 2001).

2) Seélection périphérigue des cellules T CD8

a) Fonction des cellules T CD& la périphérie

Les cellules Taf CD8" sont des acteurs majeurs de la réponse immunitaire adaptative contre
les pathogénes intracellulaires comme les virus, les bactéries et les protozoaires (revue par
(Harty et al., 2000)). En effet, ces lymphocytes sont activées par les CPA via leurs molécules
du CMH-I, autrement dit elles réagissent principalement contre des Ag qui ont accés a un
moment ou un autre au cytoplasme des CPA. Les lymphocytes T geD8ent également
répondre contre des Ag d’origine exogene ou issus de cellules apoptotiques, et qui sont
présentés sur les molécules du CMH-I par les CPA professionnelles uniqguement (revue par
(den Haan and Bevan, 2001)). Apres leur activation, les cellules T &D@8ifférencient de
maniére remarquable, se multiplient fortement et acquiérent des fonctions effectrices. Les
cellules T CD8 disposent d’'un arsenal de fonctions effectrices contre les cellules infectées,
comme la lyse de ces cellules ou la production de cytokines et de chémokines. Le premier
mécanisme de lyse cellulaire passe par I'exocytose de granules de perforine, qui posséde la
capacité de pouvoir former des pores a travers la membrane cytoplasmique des cellules cibles
(Berke, 1995). Des enzymes, comme les granzymes A et B (Ebnet et al., 1995; Heusel et al.,
1994), sont délivrées par les cellules T effectrices pour induire I'apoptose des cellules cibles,
par exemple en activant la cascade des caspases dans le cas du granzyme B (revue par
(Shresta et al., 1998)). Le mode de délivrance des granzymes dans le cytoplasme des cellules
cibles est discuté, car il semble désormais qu’elle ait lieu sans perméabilisation de la
membrane plasmique (Metkar et al., 2002). Le second mécanisme débouchant sur une mort
cellulaire est induit par une interaction entre le récepteur Fas (CD95) a la surface des cellules
cibles et le ligand FasL (CD95L) exprimé par les cellules T ‘Ciidivées (Berke, 1995).

Enfin, les cellules T CD8peuvent produire des facteurs solubles qui se révelent importants

suivant le type de pathogéene impliqué (revue par (Harty et al., 2000)). Les cytokines comme
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le TNF (Tumor Necrosis Factor) ou I'interférgrfi-FNy), mais aussi les chémokines, peuvent
interférer avec l'attachement des pathogenes aux cellules, la réplication intracellulaire des
pathogenes ou I'expression de leurs genes. Ces facteurs permettent également le recrutement
et I'activation d’autres cellules effectrices du systéme immunitaire, comme les macrophages
ou les neutrophiles .

Au dela de ce role effecteur essentiel, certains résultats attribuent également un réle régulateur
aux cellules T CD8 a I'image de ce qui est bien connu et documenté dans le cas des cellules
dites « régulatrices » T CD4AD25 CD45RB™ (Sakaguchi et al., 1995). Ainsi, aprés un
épisode lymphopénique did a une irradiation, on trouve chez 'homme des cellules’T CD8
possédant des capacités fonctionnelles réduites et apparaissant suite a I'expansion
périphérique de sous-populations T atypiques. Il a été montré que ces cellules possédent des
fonctions régulatrices car elles peuvent inhiber l'activité cytolytique et la prolifération
d’'autres cellules T (Autran et al., 1991). Dans le modéle murin des cellules TegwBnant

le TCR aHY, les cellules T devenues tolérantes a I'antigéne male sécretent de I'IL-10, a
I'image des cellules régulatrices T CD@D25 CD45RB™ (Tanchot et al., 1998). Dans le
modele du TCR 2C, également restreint a une molécule CMH-I, une population de cellules T
CD4 CDS8 se développe fortement lorsque I'Ag spécifique est persistant (Priatel et al., 2001).
De maniére intéressante, elle posseéde une activité lytique sur les cellules TapBi@es de

réagir contre I'Ag persistant, c'est-a-dire, dans ce contexte, sur les cellules T CD8
autoréactives. On note que de telles cellules « double-négatives » périphériques sont
également observées en grand nombre dans les souris males exprimant le TCR aHY
(Kisielow et al., 1988). Il reste encore a déterminer si ces cellules T particuliéres jouent un

véritable réle de régulation de I'autoimmunité.

b) Activation des cellules T

Dans un animal non manipulé, la fréquence des clones spécifiques pour un Ag donné est du
domaine de l'indétectable. Apres l'activation lymphocytaire, permise par la rétention des

cellules T spécifiques dans la région para-aortique de la rate ou dans les ganglions
lymphatiques (Sprent and Tough, 2001), on assiste cependant a une augmentation
spectaculaire de cette fréquence. Lors de certaines infections, on peut trouver 1 a 2% de
cellules T spécifiques d’'un Ag au pic de la réponse (Busch et al., 1998), et cette valeur peut
dépasser 50% du répertoire disponible dans des cas d’infections virales (Butz and Bevan,
1998; Murali-Krishna et al., 1998). Ces évaluations sont notamment permises par le marquage

des cellules T spécifiques en utilisant des tétrameres fluorescents de complexes pAg-CMH,
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cet outil permettant de ré-évaluer totalement la cinétique et 'amplitude de la réponse
immunitaire T (revue par (Doherty and Christensen, 2000)).

L’activation des cellules T nécessite bien entendu la reconnaissance spécifique de complexes
pAg-CMH, mais il est aujourd’hui clair que le TCR agit au sein d'une « synapse
immunologique » formée de maniére active par la redistribution de molécules de surface sous
I'action du cytosquelette. Le centre de cette synapse contient les petites molécules comme le
TCR, CD2 et CD28, alors que sa circonférence contient de grosses molécules comme la
molécule d’adhésion LFA-1 et des protéines impliquées dans le cytosquelette (revue par (van
der Merwe, 2002)). Dans ce contexte, la signalisation nécessaire au déclenchement correct de
lactivation spécifique des «cellules T dépend dau moins trois parameétres :

1) lagrégation et l'oligomérisation du TCR sont importants et sont modulés par la
concentration en Ag (Reich et al., 1997) ; 2) la durée de maintien du signal est différente
suivant qu’il s’agit de cellules naives ou mémoires (Valitutti et al., 1995a) ; 3) un petit
nombre de complexes pAg-CMH peut stimuler « en série » plusieurs dizaines de TCR, ce qui
influe sur I'expansion du signal (Valitutti et al., 1995b). On notera que les cellules T peuvent
€galement étre activées en absence de I'Ag spécifique, comme par exemple I'activation « en
spectateur » (bystander activation) lors d'une autre réponse immunitaire ou encore la
prolifération homéostatique. En effet, pendant les phases précoces d’une réponse immunitaire
secondaire, il est suggéré qu’une partie plus ou moins importante des cellules T qui proliferent
n'est pas spécifigue de I'Ag injecté (Murali-Krishna et al.,, 1998; Tough et al., 1996;
Zarozinski and Welsh, 1997). Ce phénomeéne d’activation « en spectateur » des cellules T
pourrait étre di en partie a des cytokines libérées localement par les cellules activées, et en

partie a des interactions cellule-cellule indépendantes de 'Ag.

c) Devenir de la réponse immunitaire : réle de la coopération cellulaire

Classiquement, la réponse immunitaire T est caractérisée par une expansion massive des
clones spécifiques de I'Ag, et ce en quelques jours, suivi par une apoptose tout aussi forte des
cellules T activées. De maniere intéressante, cette mort cellulaire induite par I'activation
utilise en partie les mécanismes effecteurs des cellules T (revue par (Harty and Badovinac,
2002)). Par exemple, il s’avére que I'expansion des cellules T ©@B3d’'une infection par

Listeria Monocytogenegst controlée par la perforine, alors que I'immunodominance de
certains clones T et la phase de mort cellulaire est régulée pay (Badovinac et al., 2000).
Parallelement a cette mort cellulaire, des cellules T mémoires sont générées chez les animaux

apres I'élimination du pathogéne, a un niveau pouvant atteindre 5-10% de la taille des clones
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au pic de la réponse (Murali-Krishna et al., 1998). Autrement dit, au minimum 90% des
cellules T spécifiques de I'Ag sont éliminées a la fin de la réponse immunitaire (Harty and
Badovinac, 2002; Sprent and Tough, 2001). Enfin, la composition de la population de cellules
mémoires n’est pas figée, mais dépend des immunisations successives subies par l'individu
(Selin et al., 1999). Suivant la séquence et la nature de ces immunisations, la composition du
répertoire des cellules T mémoires peut donc varier considérablement.

Cependant, la situation n’est pas forcément aussi idéale. Pour commencer, si 'Ag n’est pas
efficacement éliminé, ou si le pathogene se réplique trop vite et parvient & se maintenir, on
peut observer un épuisement des cellules T'Gp8&cifiques qui subissent alors une délétion
clonale (Moskophidis et al., 1993; Oxenius et al., 1998; Webb et al., 1990). Un second
mécanisme d’induction de tolérance a la périphérie est I'anergie des cellules T spécifiques,
qui induit une diminution de I'expression en surface du TCR et du co-récepteur et des
changements fonctionnels par rapport aux cellules naives et mémoires (Rellahan et al., 1990;
Rocha and von Boehmer, 1991; Tanchot et al., 1998). De plus, I'anergie empéche toute
expansion des cellules T concernées, mais présente la caractéristique d'étre réversible en
absence de I'Ag spécifigue (Rocha et al., 1993). Enfin, ces deux mécanismes ne sont pas
mutuellement exclusifs, et un élément clef dans I'enclenchement d’'un mécanisme d’induction
de tolérance par rapport a I'autre pourrait étre la concentration de I'Ag. En effet, il est suggéré
gue des fortes concentration d’Ag induisent plutét I'anergie, alors que la délétion clonale est
observée a des concentrations plus basses (Rocha et al., 1995).

Ces observations mettent en lumiére la nécessité d’'une collaboration étroite entre les trois
types de lymphocytes pour tendre vers une efficacité optimale dans I'élimination des
pathogenes (Hunziker et al., 2002; Zajac et al., 1998b). Un des modéeles les plus utilisés pour
déterminer le réle relatif des lymphocytes B, T CB8&T CD8 est celui de I'infection par le

virus de la chorioméningite lymphocytaires (LCMV) (revue par (Oldstone, 1997; Zinkernagel

et al., 1993)). La plupart des résultats montrent une déficience de surveillance immunitaire
lorsqu’une des sous-populations est absente, que ce soit dans la génération ou le maintien
d'une mémoire T CD8efficace, I'élimination définitive du virus ou encore le contrble du
virus pour éviter I'apparition de mutants d’échappement (Ahmed et al., 1988; Gallimore et al.,
1998; Moskophidis et al., 1993; Thomsen et al., 1996; von Herrath et al., 1996). Certains
modéles, dont celui du TCR aHY, ont toutefois indiqué que des cellules mémoires'T CD8
peuvent étre générées et maintenues en absence des populationsek BDek qui suggere

que la nature de I'Ag est déterminante dans la génération des cellules T mémoires (Di Rosa
and Matzinger, 1996; Sprent, 1997).
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Des cellules mémoires T sont générées suite a une réponse immunitaire, pour per
'organisme de réagir plus efficacement contre une infection ultérieure par le

pathogene. En effet, les cellules T CDtives et mémoires sont qualitativement différer
tant par leur phénotype que par leur comportement. Toutefois, si la réponse immunitai
pas correctement contrdlée ou pas assez efficace, la sélection périphérique des cellul
déboucher sur l'anergie ou la délétion des cellules T activées. Globalemer
compartiments des cellules T naives, effectrices et mémoires ne sont donc ni homog
statiques. lls subissent au contraire un constant renouvellement sous la pression de
thymique, la circulation intra- et extra-lymphoide, la différenciation suite a I'activation

antigene et la mort cellulaire induite par I'activation. Cette dynamique des popu
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lymphocytaires T est un paramétre complexe mais essentiel pour pouvoir pleipement

appréhender la question de 'homéostasie des cellules T.

B. Homéostasie des populations lymphocytaires T CD8

1) Homeéostasie de « I'écosysteme » immunitaire

a) Geénéralités

Homéostasie :n.f. — Angl. Homeostasig1926), du grechomoios « semblable », et

stasis « position ». 1) physiologie : stabilisation, chez les organismes vivants, des

différentes constantes physiologiques. 2) écologie : caractéristiques d’'un écosystéme

qui résiste aux changements (perturbations) et conserve un état d’équilibre.

(Grand Larousse Universel, 1993)

Appliqué a un systéme ou un organe, le terme d’homéostasie désigne les mécanismes internes

de régulation propres a ce systéme ou organe. Il semble intuitivement évident que le
immunitaire soit soumis a des mécanismes de régulation, car I'organisme const

environnement clos présentant par conséquent des limites d’espace ou de re

systéme
itue un

ssources

disponibles (niches de sélection, nutriments, facteurs de croissance, ligands). Les mécanismes
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homeéostatiques assurent notamment que le nombre de cellules composant le systéeme
immunitaire soit conservé a un niveau fixe, et gu’il revienne a I'équilibre aprés le
déclenchement d’'une perturbation (revue par (Freitas and Rocha, 2000; Goldrath, 2002; Surh

and Sprent, 2000; Tanchot et al., 1997a; Tuma and Pamer, 2002)).

b) Observations expérimentales

Plusieurs observations attestent de I'existence de la régulation homéostatique du systéeme
immunitaire. Tout d’abord, la production de cellules T matures par le thymus n’est pas un
facteur limitant dans des conditions physiologiques normales, autrement dit le systeme est
potentiellement en « surproduction ». Des souris irradiées |étalement et reconstituées avec un
mélange de précurseurs immunocompétents (50% de moelle osseuse normale) et
incompétents (50% CR3 ou TCRx™) possédent une population T périphérique de taille
identique a celle des animaux contréles (100% moelle osseuse normale) (Almeida et al.,
2001). En mettant en circulation croisée un animal immunocompétent et une souris
immunodéficiente, c’est-a-dire en augmentant I'espace disponible, il s'avére que la
production de cellules T de la souris immunocompétente est suffisante pour remplir les deux
compartiments T (Freitas et al., 1996). La greffe d’'un nombre croissant de lobes thymiques
chez la souris montre une augmentation du nombre de lymphocytes, mais une souris greffée
avec deux lobes ne double pas son nombre de lymphocytes (Berzins et al., 1999; Wallis et al.,
1979). Il apparait donc que I’homéostasie limite le nombre de cellules T a la périphérie par
rapport au potentiel fourni par le thymus. La pression de ’homéostasie est également mise en
évidence a la fin d'une réponse immunitaire, car on y observe un retour a I'équilibre du
nombre de cellules T périphériques, suite a I'apoptose massive des clones spécifiques de
'antigene.

Au contraire, lorsque le nombre de précurseurs est extrémement limité, le nombre de cellules
T a la périphérie est maintenu de maniére active, par exemple par I'augmentation de I'export
thymique, l'accroissement de la survie des cellules T périphériques ou encore leur
prolifération (Almeida et al., 2001). Cela a été également observé apres transfert adoptif de
cellules T vers des animaux immunodéficiemigny ces expériences démontrant une grande
capacité des cellules T, notamment naives, a se diviser pour littéralement « remplir » la
périphérie de ces souris (Ernst et al., 1999; Rocha et al., 1989). Enfin, lorsque la production
thymique est soudainement arrétée par thymectomie chez la souris ou I'hnumain adulte, un
compartiment T substantiel peut se maintenir a long terme (Haynes et al., 2000; Swain et al.,

1991). Globalement, I'homéostasie du systéeme immunitaire permet donc de maintenir a
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I'équilibre le nombre de cellules T périphériques, et ce que la production thymique soit

optimale ou défectueuse.

c) Homéostasie des sous-populations lymphocytaires

L’homéostasie agit de maniére différente selon les sous-populations de lymphocytes T
concernées. En premier lieu, les deux populations T"@DZD8 sont étroitement liées, car

la diminution d’'une des deux sous-populations peut étre compensée par I'augmentation de
lautre, comme constaté apres une déplétionvivo (Rocha et al., 1989). Cet effet
compensatoire est également observé, au moins partiellement, dans des animaux déficients
pour les molécules du CMH-I ou CMH-II, ou encore pour un des deux co-récepteurs
(Cosgrove et al., 1992; Fung-Leung et al., 1991; Rahemtulla et al., 1991; Zijlstra et al., 1990).
De plus, de multiples observations chez ’'homme et la souris montrent que le ratio CD4/CD8
est conservé suivant les individus ou les souches, tant quils sont dans des conditions
physiologiques normales (Amadori et al., 1995; Kraal et al., 1983). Lorsque desnsduwis

sont injectées avec des mélanges de cellules T €D@D8 a différentes proportions, il est
intéressant de constater que le ratio récupéré apres un mois est le méme dans tous les groupes
(Rocha et al., 1989).

Enfin, les cellules T naives et mémoires/activées n’appartiennent pas a la méme « niche de
sélection » (Tanchot et al.,, 1997b), car la taille de chaque compartiment est régulée de
maniére indépendante. En effet, la taille d’'une population de cellules TCID8Y générée

par prolifération homéostatique n’est pas affectée par I'export thymique de cellules matures
CD44 (Tanchot and Rocha, 1995), alors que les cellules T anergiques sont graduellement
éliminées dans un tel systeme (Tanchot and Rocha, 1997). Il faut cependant préciser que le
compartiment mémoire/activé est préférentiellement rempli au détriment du compartiment

naif au travers d’'un mécanisme homéostatique fort (Almeida et al., 2001).

d) Perturbation et homéostasie

Lorsque la perturbation est trop forte ou bien constante, 'homéostasie est modifiée afin de

permettre a I'organisme de s’adapter a la contrainte pour assurer des conditions de survie
optimales. Nous avons déja cité le cas des animaux greffés avec un grand nombre de lobes
thymiques supplémentaires (Berzins et al., 1999). Chez ces souris, ’homéostasie est modifiée
et le nombre de cellules T a la périphérie augmente par rapport a la normale, de facon non
proportionnelle, sous la contrainte d’'un export thymique décuplé. Un second cas concerne les

modeles dans lesquels un antigene persiste dans I'organisme, par exemple lors d’infections
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chroniques pouvant induire une rupture d’homéostasie. C’est ainsi le cas dans la pathologie
du SIDA qui conduit en général a la chute des cellules T"GB4argolick and Donnenberg,

1997). Toutefois, un traitement anti-rétroviral efficace permet de restaurer au moins
partiellement les populations lymphocytaires, ce qui revient a dire que I'homéostasie
fonctionne aprés disparition de la perturbation (Autran et al., 1997; Mackall et al., 1997). Les
cas d’homéostasie réellement défectueuse sont peu courants. On peut citer le cas des souris
IL-2Ra™ (CD25"), dans lesquelles le nombre de cellules T augmente de maniére incontrolée
jusqu’a induire une mort précoce (Willerford et al., 1995).

La plupart de ces situations sont toutefois artificielles, soudaines ou encore pathologiques.
Qu’en est-il lorsque les perturbations sont discretes et étalées sur le long terme ? L'exemple le
plus probant consiste dans le vieillissement de I'organisme, et notamment du thymus. En
effet, le thymus est, chez 'homme, pleinement formé dés la naissance et son involution a lieu
durant toute la vie, indépendamment de la puberté (Steinmann et al., 1985). Cette involution
est caractérisée par un remplacement progressif du cortex et de la medulla par du tissu
adipeux, ce qui s’accompagne d’une diminution de I'export thymique. Ainsi, chez les enfants,
I'export thymique est estimé a plus de’ tellules par jour, contre 6-7.26ellules par jour a

'age de 20 ans (Douek and Koup, 2000). Malgré cette chute de production d'un facteur 150
environ, on constate que le nombre de cellules T naives est en général efficacement maintenu,
sans doute par un mécanisme d’expansion périphérique (Haynes et al., 2000). L'étude chez la
souris du nombre d’émigrants thymiques récents, par la mesure des cercles d’excision
d’ADN, montre également un déclin en fonction de I'age (Sempowski et al., 2002). Si une
réduction significative du nombre de cellules T est notée, le ratio entre les populations T naive
et mémoire/activée est relativement conservé jusqu’a I'age d’au moins deux ans chez ces
souris (Sempowski et al., 2002). Ainsi, il est clair que 'homéostasie s’adapte a la baisse

constante de production thymique durant I'existence.

2) Compétition lymphocytaire

Nous avons indiqué que I'homéostasie maintient le systeme immunitaire dans un état a
I'équilibre, dans une situation ou I'espace et les ressources disponibles sont limitées. Puisque
le nombre de lymphocytes est maintenu constant, alors que la production thymique de
nouvelles cellules T est continue, il semble envisageable qu’un mécanisme de compétition
soit nécessaire pour déterminer qui peut survivre. La compétition est définie comme une
interaction entre deux populations qui influe sur le taux de renouvellement ou le taux de

disparition de ces populations, du fait de la présence du compétiteur. L'existence d'une
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compétition entre lymphocytes a été mise en évidence, autant pour les cellules B (Freitas et
al., 1995) que les cellules T (Freitas et al., 1996), en se basant sur deux critéres principaux :
1) la présence d’'une population compétitrice doit modifier la taille a I'équilibre d’'une autre
population ; 2) la compétition doit s’Taccompagner de modifications sur la durée de vie de
cette population (revue par (Freitas and Rocha, 2000)).

Dans le cas des cellules T, le systeme utilisé consiste a mettre en compétition des populations
de cellules T CD8Tg ou polyclonales, soit dans des chimeres de moelle osseuse, soit dans
des chimeéres apres transfert périphérique, ou encore dans des parabioses (Freitas et al., 1996).
Ces différentes approches expérimentales montrent que la compétition a lieu a plusieurs
moments : 1) durant la transition entre les stades DN et DP ; 2) lors de la sélection positive ;
3) pendant la transition entre le thymus et la périphérie ; 4) et enfin dans les compartiments
périphériques. De plus, la compétition n’entre en jeu que lorsque I'état d’équilibre est atteint,
autrement dit lorsque les niches de sélection deviennent limitées. L'aptitude de compétition
des cellules T est corrélée au degré d’activation et de division cellulaire, sans doute sous
l'influence de la réactivité croisée du TCR exprimé avec des antigenes du soi. Enfin, la taille
atteinte par chaque population T est fonction de la présence ou non de populations
compétitrices. En somme, cette étude indique que la sélection du répertoire et la survie des
populations de cellules T sont dépendantes de la présence des niches de sélection adéquates,
mais sont en plus sous l'influence des autres cellules T potentiellement compétitrices pour ces
niches de sélection (Freitas et al., 1996).

Un mécanisme raisonnable pour expliquer la compétition pourrait étre I'accessibilité des
cellules T aux CPA, comme les cellules dendritiques ou les macrophages, ou encore pour une
interleukine centrale I'lL-7 (Prlic and Jameson, 2002). La mise en évidence de la compétition
contribue a donner au systeme immunitaire I'image d’'un écosysteme, ou chaque clone T
représente une population, voire un individu si ce clone est formé par une unique cellule. Ces
populations interagissent entre elles ; elles sont en constant renouvellement du fait de la
production de nouvelles cellules naives et des différenciations terminales ; elles sont en
compétition pour les ressources nécessaires a leur survie, leur expansion, leur différenciation ;
elles peuvent étre modifiées a la suite d'une perturbation dans le systéme. Bref,
« 'écosysteme immunitaire » possede un caractere dynamique a méme d’assurer la
génération et le maintien d’'un répertoire large et variable (revue par (Freitas and Rocha,
2000)).
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3) Prolifération homéostatique

Nous allons ici aborder plus en détail la propriété de « prolifération homéostatique » des
cellules T. En effet, de nombreuses données s’accumulent depuis peu sur ce sujet, et la

guestion de la relevance physiologique de ce mécanisme est posée.

a) Quelques résultats anciens...

La prolifération homéostatique pourrait étre décrite comme la tendance d’une population de
cellules T a proliférer lorsqu’elle se trouve dans un environnement lymphopénique, jusqu’a
atteindre un plateau défini par 'lhoméostasie et par la nature des cellules T considérées. Ce
plateau est généralement inférieur a celui constaté chez un animal non manipulé. Il est
intéressant de constater que les immunologistes redécouvrent depuis quelques années ce
phénoméne pourtant identifié il y a plus de 20 ans. Des expériences anciennes montrent que le
compartiment T périphérique est capable de se maintenir chez la souris en absence de toute
production thymique, puisque seule une thymectomie effectuée juste apres la naissance peut
induire une déficience drastique en lymphocytes T (Miller, 1979). Ainsi, les cellules T
périphériques sont connues pour leur capacité a assurer leur maintien a la périphérie (Rocha et
al., 1983), et a proliférer apres transfert dans un héte irradié ou bien génétiguement déficient
pour le compartiment des lymphocytes T (Bell et al., 1987; Miller and Stutman, 1984; Rocha,
1987). Cette capacité a proliférer est inhibée lorsque le plateau homéostatique est atteint, et
une suite de transferts successifs permet d’évaluer la capacité de division des cellules T.
Ainsi, chaque cellule peut se diviser de 47 a 56 fois sur une période de 5 mois pour repeupler
4 souris immunodéficientes successives, ce qui correspond a une augmentation du nombre de
cellule de 8.18 fois par rapport a la premiére injection (Rocha et al., 1989). Il a été montré
gue cette grande capacité de division est notamment liée a I'expression de la télomérase par

les lymphocytes T pendant la phase d’expansion clonale (Hathcock et al., 1998).

b) ... et les données récentes

En utilisant le CFSE (5,6-CarboxyFluorescein diacetate Succinimyl Ester) pour marquer les
protéines intracellulaires, on peut suivre quelques divisions d’'une population de cellules
(Lyons and Parish, 1994). Cette technigue a été mise a profit pour marquer des populations de
cellules T et suivre leur devenir apres transfert dans des animaux receveurs. A chaque
division, les cellules perdent environ la moiti€ du marquage de fluorescence, le CFSE étant
distribué entre les deux cellules filles, et on ne peut en général pas observer plus de 8

divisions avec cette technique. Les résultats obtenus confirment que ces populations se
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divisent apres transfert dans des hoétes immunodéficients, déplétés en cellules T ou bien
irradiés, alors qu’aucune division cellulaire n’est constatée dans des hétes possédant un
compartiment T normal (Ernst et al., 1999). Les populations T polyclonales se comportent de
maniére hétérogene, et il s’avere que les cellules T G@4bt-a-dire avec un phénotype de

type mémoire/activé, se divisent plus rapidement que les cellules naives(EDw et al.,

1999). Dans le cas de populations T TCR,Tg progression dans les divisions est plus
homogéne, mais la comparaison entre différents modéles montre une grande disparité suivant
le TCR utilisé (Ernst et al., 1999; Ferreira et al., 2000; Kieper and Jameson, 1999). Cette
disparité se retrouve sur I'acquisition d’un phénotype activé/mémoire des cellules T aprés une
certaine période de prolifération homéostatique, a nouveau en corrélation directe avec la
réactivité croisée supposée des TCR (Cho et al., 2000; Ernst et al., 1999; Goldrath and Bevan,
1999; Kieper and Jameson, 1999). Il a été suggéré que l'acquisition de ce phénotype
activé/mémoire (CD44Ly6C") pourrait étre transitoire (Goldrath et al., 2000), mais ces
expériences sont aujourd’hui sujettes a caution. En effet, ces résultats ont été notamment
obtenus apres des transferts de cellules T spléniques chez des animaux irradiés. Or, il semble
maintenant clair que des précurseurs capables de coloniser la moelle osseuse, puis le thymus,
se trouvent dans la circulation sanguine et la rate (Tanchot et al., 2002). Ainsi, la réversion de
phénotype observée a long terme pourrait s’expliquer par une produgiamvo de
lymphocytes T naifs par le thymus des animaux receveurs (Goldrath et al., 2000).

La survie des cellules T CD&t CD4 est dépendante de la présence des molécules CMH-I
(Tanchot et al., 1997a) et CMH-Il (Brocker, 1997) respectivement. La prolifération
homéostatique est également dépendante de I'expression correcte des molécules du CMH
puisque des cellules CD#jectées dans des receveurs TARR montrent pas de diminution

du marquage au CFSE (Goldrath and Bevan, 1999; Kieper and Jameson, 1999).
Similairement, aucune prolifération homéostatique n’est observée dans les receVigilrs I-A
(Viret et al., 1999) et H-2M (Ernst et al., 1999) aprés transfert de cellules T ‘CB#

somme, il apparait que la prolifération homéostatique est fortement dépendante de
l'interaction entre le TCR et les complexes pAg-CMH du soi, en I'absence de l'antigéne
spécifique. Cependant, il est probable que cette dépendance soit inférieure dans le cas des
cellules T CD4, différents modéles ayant montré une prolifération de ces lymphocytes dans
un environnement déficient pour I'expression des molécules CMH-II (revue par (Dorfman
and Germain, 2002)). D’autres facteurs entrent sans aucun doute en jeu dans le micro-

environnement pour soutenir ou au contraire inhiber la prolifération homéostatique. L'IL-7,

INTRODUCTION /5



Survie et sélection périphérique des lymphocytes T @P8

potentiellement délivrée par des cellules stromales radio-résistantes des organes lymphoides
secondaires, apparait comme une cytokine majeure dans I'homéostasie des cellule®fl CD8
CD4" (Schluns et al., 2000). D’autres interleukines pourraient réguler le phénomene, l'action
stimulatrice de I'lL-12 sur la prolifération homéostatique étant semble-il contrebalancé par
I'lL-2 (Kieper et al., 2001).

c) Implication physiologigue de la prolifération homéostatique

La prolifération homéostatique pourrait correspondre a un mécanisme de régulation en
réponse a une lymphopénie de l'organisme. Ainsi, il est connu que certaines infections
virulentes peuvent induire une délétion massive et a long terme des cellules T, comme dans le
cas du virus de la grippe ou de la rougeole (Okada et al., 2000; Tumpey et al., 2000). Le VIH
induit quant a lui une déplétion sévere en lymphocytes "CBversible a I'aide d’'une
thérapie anti-rétrovirale ((Ho et al., 1995; Wei et al., 1995), revue par (Margolick and
Donnenberg, 1997)). De maniére intéressante, il a été constaté que les lymphocytes T
possedent un taux de prolifération élevé lorsque la lymphopénie induite par le VIH est
effective, alors qu'’il est réduit pendant le traitement antiviral (Mohri et al., 2001). Chez
’lhomme, ce mécanisme de reconstitution périphérique est bien identifié pour les cellules T
CD8', que ce soit a la suite d’'une infection ou d’une action médicale, comme une irradiation
ou une chimiothérapie (Mackall et al., 1997). Toutefois, on constate en général que des
désordres dans la composition de la population existent, avec une expansion de sous-
populations atypiques possédant des capacités fonctionnelles réduites (Autran et al., 1991;
Brinchmann et al., 1994) a I'image de ce qui est progressivement observé chez les personnes
agées (Sansoni et al., 1993).

Chez la souris, des expériences de transfert ont montré que les familles de cellules T, définies
par I'expression des segmentf,\6ont capables de s’expandre de maniere similaire, mais il
est admis que cette observation ne préjuge pas du caractére large ou réduit du répertoire T
obtenu (Pereira and Rocha, 1991). Plus récemment, il a été suggéré qu'une certaine
oligoclonalité du répertoire T peut se mettre en place lorsque la production thymique est
extrémement réduite (Almeida et al., 2001), et I'analyse du répertoire par évaluation de la
distribution des tailles du CDR3 (Immunoscope) montre clairement une oligoclonalité apres
thymectomie néonatale (La Gruta et al., 2000). Ainsi, I'expansion des cellules T dans un
environnement lymphopénique peut tout a fait biaiser le répertoire en sélectionnant certains

clones au détriment d’autres.
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4) Survie des cellules T CD8

a) Quelques estimations sur la durée de vie

La détermination de la durée de vie des lymphocytes est un sujet de polémique depuis de
nombreuses années. Cela est notamment lié a la disparité des méthodes d'étude et a
I'hétérogénéité du sens donné a la notion de « durée de vie » d’'une cellule. Pour simplifier, on
pourrait dire qu’une cellule a longue durée de vie est une cellule qui ne se divise pas et qui ne
meurt pas. Dans le cas des cellules T, il a été suggéré que la population dans son ensemble est
composée d’un mélange de cellules a longue et a courte durée de vie. En effet, en utilisant des
drogues éliminant les cellules en division, il a été montré que la moitié des cellules T sont
remplacées tous les 2 a 3 jours, confirmant donc qu’au moins une partie des lymphocytes T
posséde une courte durée de vie (Freitas et al., 1986; Rocha et al., 1983). Toutefois, des
expériences de transfert de cellules T dans des receveurs immunodéficients ont montré que
I'état a I'équilibre peut étre maintenu pendant de longues périodes : les cellules T transférées
ne disparaissent pas (Rocha, 1987). Ces résultats pourraient s’expliquer par la sélection d’'une
sous-population a longue durée de vie dans ces conditions particuliéres.

Dans les années 90, de nombreuses expériences ont cherché a déterminer I'état du cycle
cellulaire des différentes sous-populations de cellules T, notamment en analysant
l'incorporation de BrdU par les cellules en division. L'identification des cellules T
périphériques en division peut étre réalisée apres thymectomie chez la souris adulte, afin de
s’affranchir de I'export de nouvelles cellules T. De telles expériences montrent que les
lymphocytes T CD8CD44™" proliferent plus que les cellules T naives CB44es derniéres
apparaissant clairement comme des cellules tres majoritairement au repos (Tough and Sprent,
1994). Le marqueur CD44 étant considéré comme un marqueur d’activation des cellules T, la
corrélation entre son expression et la prolifération n’est pas étonnante, et aucune conclusion
sur la durée de vie des cellules T CDBémoires ne peut étre tirée. De plus, la toxicité du
BrdU in vivo couplée a la thymectomie ne facilite pas I'interprétation de ces résultats. En
utilisant différentes lignées de souris Tg pour le TCR, il a été montré que l'incorporation de
BrdU en I'absence de I'antigéne spécifique est toutefois variable suivant le TCR utilisé, ce qui
suggere que la réactivité croisée du TCR avec des antigéne environnementaux joue un réle
important dans la définition de I'état d’activation des cellules T (Bruno et al., 1996b). Dans le
modéle du TCR aHY, dont la réactivité croisée est tres faible, il a été ainsi estimé que la durée

de vie des cellules naives est d’au minimum 8 semaines (von Boehmer and Hafen, 1993).
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b) Facteurs de survie

Afin de mieux comprendre les mécanismes qui déterminent le nombre des lymphocytes et qui
maintiennent le systeme a I'équilibre, il semble important de chercher a mettre en évidence les
ressources qui régissent la survie des cellules T. Au travers de la littérature disponible, il n’est
toutefois pas aisé de faire clairement la distinction entre la survie et la prolifération

homéostatique, alors que les facteurs requis lors de la réponse immunitaire sont mieux

dissociés.

i- L’interaction TCR/CMH

En premier lieu, la survie des cellules T naives est dépendante de I'expression des molécules
du CMH responsables de la sélection positive (Brocker, 1997; Kirberg et al., 1997; Murali-
Krishna et al., 1999; Tanchot et al., 1997a). Ainsi, lorsque des cellules T aHY sont injectées
dans des animaux déficients pour leur élément de restriction’HelBs disparaissent en

moins de deux semaines (Tanchot et al., 1997a). Dans le cas des cellules mémoires, la
réponse est moins claire, et est sans doute a mettre en relation avec la réactivité croisée des
TCR concernés. Ainsi, les cellules T aHY mémoires montrent une certaine dépendance aux
molécules CMH-I, et 'absence de I'élément de restriction M+2MDduit pas leur disparition,

si tant est que H-2Kest exprimé dans I'h6te (Tanchot et al., 1997a). D'autres systémes
présentant une réactivité croisée reconnue montrent que les cellules TrnED®ires
peuvent se maintenir en I'absence des molécules CMH-I, et a des niveaux réduits qui
pourraient laisser supposer que certaines populations de cellules mémoires sont sélectionnées
dans ces conditions particuliéres (Murali-Krishna et al., 1999).

Récemment, deux équipes ont cherché a estimer la durée de vie « intrinséque » des cellules T
en I'absence de TCR a la surface (Labrecque et al., 2001; Polic et al., 2001). Considérant que
l'interaction TCR/CMH est fondamentalement impliquée dans le maintien de la survie des
cellules T, il n'est pas évident que la réponse soit apporté par cette approche. Toutefois, ces
expériences donne une bonne idée de la dépendance des cellules T a l'interaction avec les
molécules du CMH. Le groupe de D. Mathis et C. Benoist a utilisé le modele du TCR OT-1
dans un systeme permettant I'extinction de I'expression de la ahadnelTCR tant que dure

un traitement a la tétracycline (Labrecque et al., 2001). Dans ce systeme, I'expression du TCR
chute de 95% a la surface des cellules T durant la premiére semaine de traitement, et il n'y a
plus de thymocytes SP dans les thymus des animaux apres 3 semaines de traitement,
contrairement aux animaux contrbles également traités. Le temps de demj;videf

populations T CD#4et CD8 dans ces conditions a été évalué a 27 et 19 jours respectivement,
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ce qui n'est pas excessivement supérieur aux conclusions tirées des expériences de transfert
(Labrecque et al., 2001). Enfin, on remarque que la courbe de disparition des cellules T CD8
semble biphasique, avec une premiére phase de disparition rapide suivi d’'une seconde phase
plus lente. Cela pourrait étre lié a une différence de dépendance aux signaux de survie du
TCR de la part de différentes sous-populations cellulaires. Cette idée semble confirmée par
une étude utilisant le systeme de délétion Cre-LoxP pour induire la disparition du TCR a
partir de la surface des cellules T (Polic et al.,, 2001). Dans ce systeme polyclonal, la
disparition des cellules T CD8CR (t,,=19 jours) est a nouveau plus rapide que celle des
cellules CD4 TCR (t,,=46 jours). De maniére intéressante, de grandes disparités sont
constatées entre les cellules naives et mémoires/activées, ces derniéres montrant une durée de
survie accrue dans le cas des cellules T'CIER (t,,=52 jours), voire se maintenant a long

terme dans le cas des cellules T CDER (Polic et al., 2001). Ces résultats semblent donc
compatibles avec certains transferts de cellules T mémoiresSeZD8 (Murali-Krishna et

al., 1999; Swain et al., 1999).

ii- Peptide du soi et antigéne
La nature de l'interaction TCR/CMH nécessaire pour maintenir la survie et 'lhoméostasie des
cellules T naives semble passer par une reconnaissance de complexes CMH-pAg du soi avec
une affinité faible (Surh and Sprent, 2000). Cependant, on est loin d’atteindre un consensus
sur le fait de savoir si les peptides impligués dans la sélection thymique et la survie
périphérique sont différents ou non. En utilisant un peptide antagoniste, connu pour soutenir
la sélection positive des cellules exprimant le TCR OT-1, il a été montré que la prolifération
homéostatique peut avoir lieu (Goldrath and Bevan, 1999). Une conclusion similaire a été
obtenue pour les cellules T CDalvec le systéme des souris H-2Mlans lesquelles toutes les
molécules CMH-II sont chargées avec le peptide CLIP (Fung-Leung et al., 1996; Martin et
al., 1996; Miyazaki et al., 1996). Dans ces expériences, une population polyclonale de cellules
T CD4' transférée dans un receveur H-2lradié ne montre pas de signe d’activation et ne
prolifere pas. Par contre, les cellules T CBélectionnées dans le fond H-2Nproliferent
plus que les cellules CD4ssues d'une souris normale aprés transfert dans un receveur
H-2M" (Ernst et al., 1999). Toutefois, la différence n’est pas spectaculaire, et il sS'avére que
des résultats contraires ont été rapportés dans un systeme équivalent, ou toutes les cellules T
sont sélectionnées par un ligand uniquel®pAg Tg dans un fond IR 1i" B2m”
empéchant la présentation par les molécules du CMH endogenes (Bender et al., 1999). Dans

ce systeme, les cellules T proliféerent lorsqu’elles sont mises en présence d’'un spectre large de
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complexes pAg-CMH, alors que le complexeBtAHAg Tg responsable de la sélection
thymique n’induit pas de prolifération homéostatique.

Plusieurs groupes ont montré que la survie des cellules T mémoires est dépendante de la
persistance de I'antigéne (Gray and Matzinger, 1991; Kundig et al., 1996; Oehen et al., 1992).
Cela pourrait notamment se faire sous la forme de complexes Ag-immunoglobulines
séquestrés au niveau des cellules dendritiques folliculaires (Mandel et al., 1980). Cependant,
il a été décrit que le maintien des cellules mémoires T'@D8-LCMV n’est pas affecté

dans des souris déficientes en cellules B (Asano and Ahmed, 1996). A I'opposé, d'autres
études tendent a prouver que I'absence de I'Ag ne gene en rien le maintien des cellules T
mémoires (Mullbacher, 1994; Tanchot et al., 1997a). Il est probable que la diversité des
modéles utilisés explique ces résultats divergents. En effet, on constate globalement que la
dose d’Ag, la capacité du pathogéne a se multiplier, sa localisation et sa voie d’entrée dans
I'organisme sont autant de facteurs qui influent sur le déroulement de la réponse immunitaire
et le développement de la mémoire immunitaire (Dutton et al., 1998; Zinkernagel et al.,
1997).

iii- Les interleukines

L’IL-7 est un bon candidat pour le maintien de la survie des cellules T C&finme I'ont

montré un certain nombre de systénmegitro (Hassan and Reen, 1998; Vella et al., 1997) ou

in vivo (Schluns et al., 2000; Soares et al., 1998; Webb et al., 1999) chez 'hnomme et la souris.
Malheureusement, l'absence de lindication du nombre de cellules T récupérées aprés
transfert est un élément dommageable pour certaines de ces études, méme si les profils de
division cellulaire par suivi du marquage au CFSE montrent une absence de prolifération
(Schluns et al., 2000). En effet, il est finalement difficile de bien faire la part de l'influence de
'IL-7 sur la survie ou la prolifération homéostatique des cellules T naives. On remarque
toutefois que la présence d'IL-7 dans le milieu cellulaire semble soutenir I'activité
métabolique des lymphocytes T et prévient I'atrophie cellulaire (Rathmell et al., 2001). Le fait
que les lobes de thymus greffés produisent de I'lL-7 (Marrack et al., 2000) pourrait expliquer,
au moins en partie, 'augmentation du nombre de cellules T périphériques aprés la greffe
(Berzins et al., 1999). L'influence de I'lL-4 (Boursalian and Bottomly, 1999; Vella et al.,
1997) et de I'lL-6 (Teague et al.,, 2000) est sans doute moins importante, mais ces deux
cytokines pourrait parfaitement se substituer a I'lL-7 dans certaines situations. Enfin, I'lL-15,

constitutivement exprimée par les cellules stromales, est essentielle au maintien et a
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'expansion des cellules T CD&némoires (Ku et al., 2000; Zhang et al., 1998), et son role
semble contrebalancé par I'lL-2 via un mécanisme non-identifié (Ku et al., 2000).

Un micro-environnement organisé semble nécessaire pour permettre les interactions
cellulaires adéquates a la survie des lymphocytes T dans les organes lymphoides. En effet, le
transfert de cellules T dans des animaux déficients pour la lymphotmxisheat la structure

des organes lymphoides est totalement désorganisée, montre une quasi-absence de division de
ces cellules (Dummer et al., 2001). L'influence du micro-environnement cellulaire est sans
doute importante, notamment dans le cadre d’'une compétition des cellules T pour des niches
de survie ou de sélection a la périphérie. Ainsi, cette compétition pourrait avoir lieu au niveau
de la délivrance locale de cytokines, pour des complexes CMH-pAg du soi particuliers, ou
encore pour des signaux de co-stimulation, bref, au niveau des CPA. En conclusion, la survie
des cellules T naives passe par une stimulation constante, mais discréete, de leur TCR par leur
élément de restriction du CMH, et de la disponibilité en IL-7. Dans le cas des cellules
mémoires, c’est I'lL-15 qui joue un réle primordial, alors que l'interaction TCR-CMH est soit
moins stricte vis-a-vis de I'élément de restriction, soit non requise. Dans ce contexte, le seulil
de perception des ressources par les cellules mémoires semble inférieur au seuil des cellules

naives.

L’homéostasie du systéme immunitaire est reliée & au moins 5 phénomeénes : 1) la ggnération
thymique d’'un répertoire mature naif colonisant les compartiments périphériques| 2) la
réponse immunitaire et ses conséquences sur la composition du répertoire mémoire/agtive ; 3)
la capacité des cellules T de proliférer suite @ un épisode de lymphopénie ; 4) lg survie
respective des compartiments T naif et mémoire ; 5) la compétition des cellules T e:le elles

pour des ressources. Les mécanismes de régulation homéostatique sont différents guivant la

sous-population lymphocytaire T considérée, et les cellules T mémoires/activées sonf sous le
contr6le d’'un facteur homéostatique fort qui force avant tout le maintien de cette popdglation.
Enfin, 'homéostasie s’adapte aux conditions environnementales, notamment fgce au

vieillissement et a l'involution thymique qui 'accompagne.
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l. TRAVAIL DE THESE

Le travail effectué pendant ma thése s’articule autour des trois problématiques que sont la
sélection thymique, la sélection périphérique, et la dépendance des cella@sCD8
matures vis-a-vis des molécules de classe | du CMH pour leur survie. Ces trois questions ont
été abordées en majeure partie a I'aide de souris transgéniques pour I'expression du TCR.

Le TCR aHY (M38.2 VaT3.70) reconnait spécifiquement un épitope issu du produit du gene
Scmydans le contexte de la molécule H22Markiewicz et al., 1998). Les cellules T
exprimant ce TCR possédent le phénotype QI8 (Teh et al., 1988). Ce modeéle offre la
possibilité d’étudier l'influence de la présence (chez le male) ou de l'absence (chez la
femelle) de I'Ag spécifique sur le développement des lymphocytes T',C&8a été
notamment utilisé pour mettre en évidence la sélection négative des lymphocytes (Kisielow et
al., 1988).

Le second modele que nous avons utilisé est celui du TCR HI11(Wa2), également
restreint & H-2D (Pircher et al., 1989). Les cellules T exprimant le TCR P14 possédent le
phénotype CDBet reconnaissent spécifiquement le peptide gp33-41 dérivé du précurseur de
la glycoprotéine d’enveloppe du virus LCMV (Pircher et al., 1990). Nous avons croisé ces
deux lignées transgéniques (dans un fond génétique C57/BI6) avec la lignée B6.RAG2
(Shinkai et al., 1992), afin d’obtenir deux lignées de souris sans cellules B et monoclonales
pour le TCR Tg (MoaHY, MoP14). Enfin, nous avons croisé entre elles les deux lignées
monoclonales MoaHY et MoP14, dans le but de produire des souris MoP14 x MoaHY
double-transgéniques (DTg) pour le TCR.

Comme nous l'avons déja indiqué, le nombre de lymphocyi@8 @&xprimant deux TCR a

leur surface est potentiellement élevé. En effet, si seulement 1% des celfigzo$sedent

deux réarrangements productifs au locus fQBalomenos et al., 1995; Padovan et al.,
1995), jusqu'a 30% d’entre elles peuvent contenir deux réarrangements productifs au locus
TCRa (Casanova et al., 1991; Heath et al., 1995; Padovan et al., 1993). Potentiellement, les
cellules Tap exprimant deux TCR pourraient étre impliquées dans des phénomeénes d’auto-
immunité. En modulant I'expression d'un premier TCR autoréactif, ces cellules pourraient
étre sélectionnées positivement via un second TCR exprimé a la surface, ce qui conduirait a
I'existence de cellules dangereuses pour le soi a la périphérie (Sarukhan et al., 1998; Zal et al.,
1996).

Dans une premiere partie de ce travail de these, jai donc analysé le déroulement de la

sélection thymique dans les souris DTg pour le TCR, en gardant a I'esprit que I'un des TCR
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(aHY) est autoréactif chez les souris malggi¢le 1). J'ai également cherché a préciser le
comportement des cellules T DTg matures sélectionnées chez les femelles ou les males
(Article 2). Ainsi, jai pu comparer le cas des lymphocytesi CD8" en absence ou en
présence de l'autoantigéne male, ainsi que le comportement des cellules DTg avec celui des
cellules issues des souris monoclonales.

Le second axe de ma thése porte sur la sélection périphérique des cetifl€sDB*. J'ai

analysé la réponse des celluleafissues des souris DTig, vitro etin vivo (Article 2). J'ai
également cherché a préciser le comportement des souris MoP14 lors d’'une infection par le
LCMV (Article 3). En effet, 'absence de cellules T CD4auxiliaires » et de cellules B dans

ces animaux, juxtaposée a I'existence d’'un compartiment T €dt&rement dirigé contre le

virus, offre des conditions d’étude intéressantes.

Enfin, la derniére partie de ma these concerne l'influence des molécules de classe | du CMH
sur la survie des lymphocytes T CD8 est en effet connu que les cellulesif CD8" naives

sont extrémement sensibles a I'absence de leur élément de restriction a la périphérie, alors que
les données concernant les cellules mémoires sont contradictoires selon les modeles d’étude
(Murali-Krishna et al., 1999; Tanchot et al., 1997a). Dans ces conditions, le laboratoire a
développé une nouvelle gamme de souris receveuses déficientes pour I'expression des
molécules de classe | du CMH. Ces animaux ont été injectés avec des populations directement
isolées a partir de souris Tg pour le TCR, restreint soit par Hiiris MoaHY, MoP14,

DTg), soit par H-2K, dans le cas du TCR OT-1 (Hogquist et al., 1994). La cinétique de
disparition, de survie ou d’expansion des cellules T transférées a été suivie en fonction des
molécules du CMH expriméeRésultats supplémentairep

Au final, 'ensemble de ces résultats amene a imaginer un schéma de l'adaptation de la
sélection et de la survie des lymphocytes3Ten fonction des conditions environnementales,

schéma qui sera discuté a la fin de ma these.

REsuLTATSS4



Sélection centrale, survie et sélection périphérique des celld@sCD8"

Article 1

« CD8 T lymphocytes in doubleap TCR transgenic mice. I. TCR expression and

thymus selection in the absence or in the presence of self antigen »

Nicolas Legrand & A.A. Freitas

The Journal of Immunology, 2001, 167 : 6150-6157
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Il. SELECTION THYMIQUE DANS DES SOURIS DOUBLE -TRANSGENIQUES POUR
LE TCR

Nous avons créé une lignée de souris double-transgénique (DTg) pour leBT@RNs un

fond RAG-2", en croisant entre elles les deux lignées monoclonales MoaHY et MoP14. Ces
deux TCR sont restreints par la molécule du CMH-I H;2Bt sont specifiques pour
'antigene male H-Y et le peptide gp33-41 issu du LCMV, respectivement. Pour commencer,
nous avons analysé le développement thymique des cellules T dans ces animaux.

Chez les femelles DTg, la plupart des lymphocytesBTCD8" expriment a leur surface
uniguement la chainB du TCR aHY, alors que les deux chaioesont exprimées. Nous

avons en effet observé que les deux chainsent co-internalisées avec la chandu TCR

aHY. De plus, les cellules DTg sont efficacement stimuilgedtro par le peptide spécifique

du TCR aHY, alors que le peptide gp33-41 n’induit pas de prolifération. L'analyse des
population thymiques les plus précoces chez les animaux MoaHY montre que I'expression de
la chainef permet de shunter les stades TN1/TN2. Ainsi, la ch@irdu TCR aHYest
fortement exprimée au stade TN3 (CD@D25™). Par contre, la méme analyse chez les
animaux MoP14 montre I'existence de deux sous-populations TN3, l'une de phénotype
CD44 CD28"%" l'autre étant CD44CD25". Dans ces deux population, I'expression des
chainesa et B du TCR P14 est nulle (CD4€D25"" ou faible (CD44CD25™). C’est
uniquement au stade TN4 que leur expression devient forte.

Pour aller plus loin, nous avons évalué par Immunoscope I'expression des transcrits des deux
chainesB présents dans les cellules T COBTg. Clairement, une majorité (90%) des
transcrits TCR dans ces cellules codent pour I'expression de la cfatleTCR aHY, alors

gue les transcrits TQRP14 sont rares (10%). Nous avons donc conclu que les lymphocytes T
CD8' des femelles DTg expriment a leur surface deux TCR majoritaires, a savoir le TCR
aHY et le TCR \BaHY" VaP14. Enfin, H-2D est I'élément de restriction des différents TCR
exprimés a la surface de ces cellules, comme le montrent des expériences de reconstitution
avec de la moelle osseuse DTg et des receveurs exprimant ou non cette molécule de classe |
du CMH.

Ensuite, nous avons examiné la sélection thymique des cellules DTg en présence de
'autoantigéne, autrement dit dans les souris males. Tout d’abord, I'expression de laichaine
du TCR P14 permet d'éviter une sélection négative drastique, contrairement a ce qui est

observé dans les males MoaHY. Cela est confirmé par la présence d’'un grand nombre de
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cellules Tap CD8°* & la périphérie des males DTg. Toutefois, ces cellules expriment moins
de chainex du TCR aHY. De plus, les expériences de co-internalisation et de mesure des
transcrits des chaines T@Rontrent que la chairfiedu TCR P14 est exprimée a des niveaux

plus élevés chez les males DTg, comparativement aux femelles. Les différences de phénotype
entre les différents cas (monoclonal ou DTg, femelles ou males) suggérent que les cellules T
a3 CD8' s’adaptent aux conditions environnementales afin de recevoir des signaux de survie
a un niveau optimal. Cette adaptation se fait notamment en modulant I'expression du TCR et

du co-récepteur.
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CD8™ T Lymphocytes in Double a TCR Transgenic Mice. I.
TCR Expression and Thymus Selection in the Absence or in
the Presence of Self-Antigeh

Nicolas Legrand and Antonio A. Freitas’

We derived Rag2-deficient mice bearing two rearrangedx@ TCR transgenes, one specific for the HY male Ag and the second
specific for the gp33-41 peptide of lymphocytic choriomeningitis virus, both restricted to the MHC H-2B class | molecule. We
found that, in female double transgenic (DTg) mice, most CD8 T cells express only the T@Rchain from the aHY transgene. By
comparing the mRNA species for bothB-chains, we observed that in T cells from DTg mice the aHY TCIB chain transcripts are
abundant, whereas the anti-lymphocytic choriomeningitis virus TCRH3 chain transcripts are rare. In contrast to TCRB chain
expression, most of the T cells from DTg mice express two TCéchains. We examined the thymus selection of the dual-receptor
CD8 T cells in the presence of self-Ag. We found that the presence of a second T@Rhain allows a significant number of CD8

T cells expressing a self-reactive receptor to escape central deletion and migrate to the peripheral pools of male mice. Differences
in TCR and coreceptor expression between female and male MoaHY and DTg mice suggest that peripheral T cell survival requires
an optimal level of signaling, which implies a process of “adaptation” of lymphocyte populations to the host environment.The
Journal of Immunology, 2001, 167: 6150-6157.

allelic exclusion (1). In general, for T cells the TBR express two TCR chains (10-12). In normal mice, 30% @B T

chain gene segments start to rearrange on one chromaells show two rearranged-chains (10) and a variable fraction
some and continue on the second chromosome only when the firsipress twax-chains, suggesting that the likelihood of generation
attempt resulted in a nonproductive gene (2). Productive rearrangef T cells with dual specificity is elevated.
ment results in the expression of a T@Bhain, which alone (3) or Potentially the allelically included T cells could play an impor-
in association with the pre-TGR(pTa)® chain (4, 5) during the  tant role in autoimmunity. In dual-receptor cells, a second self-
early phases of T cell development is essential for BGRain  reactive TCR could bypass negative selection in the thymus, by
allelic exclusion. Allelic exclusion of the TCR, however, is never virtue of its lower expression. If a non-self Ag stimulates the naive
fail proof. Different studies indicate that1% of the maturex T dual-receptor T cells, these T cells once activated would acquire a
cells contain two productive TGRalleles (6, 7). Differential ki-  lower threshold of activation, respond to self-peptide/MHC, and
netics of TCHB chain expression, however, may still contribute to cause disease. Several in vivo experimental models have examined
inhibition of the expression of one of the two productive rear-this possibility. Studies on the susceptibility to spontaneous auto-
rangements. Thus, TQRchains may compete for limited amounts immune diseases of nonobese diabetic mice hemizygous for the
of pTe (5) and/or the CD3 complex, and in this case it is possibleTCRa locus did not support the role of dualT cells in autoim-
that the firstg-chain expressed preempts surface expression of gune diabetes (13). However, in different mouse models, co-ex-
secondp-chain. At the protein level, earlier expression of one pression of two TCR transgenes rescues self-reactive T cells from
TCRg chain may also change the efficiency of the association angolerance induction and allows their exit into the periphery (14,
expression of distinct TCR heterodimers (8). In contrast to the15). These cells could be stimulated in vitro to anti-self effector
TCRB locus, TCRx chain rearrangements proceed simultaneouslyfunctions via the second receptor (14), and their in vivo presence
was correlated to the induction of autoimmune diabetes when the
relevant Ag was expressed by the pancreatic tissue (15).
Lymphocyte Population Biology Unit, Unité de Recherche Associée, Centre National The role of dual-receptor T cells in autoimmune diseases, how-
de la Recherche Scientifique, Institut Pasteur, Paris, France ever, is strictly dependent in their ability to maintain surface ex-
Received for publication July 13, 2001. Accepted for publication September 21, 2001pression of two functional receptors and to be positively selected
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¢ Abbreviations used in this paperrdn,prrle-TCRr: LCMV, lymphocygc choriomen-  cific for the HY male Ag (18, 19) and the second is specific for the

ingitis virus; Tg, transgenic; DTg, double transgenic; MFI, mean fluorescence inten- . . . L .

sity; LN, lymph node; SP, single positive; BM, bone marrow; DN, double negative; gp33'41 peptld.e of Iymphocytlc Chonomenlngltls virus (LCMV)

DP, double positive. (20), both restricted to the same MHC H-2Blass | molecule.

A ntigen receptors of B and T lymphocytes are subjected tdn both chromosomes (9) ang30% of the humarxB T cells
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Materials and Methods mice by TRIzol (Life Technologies, Mannheim, Germany) was treated
Mice with DNase | (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany). From each
RNA sample, cDNA was prepared using (¢I),sand Superscript Il re-
C57BL/6 mice transgenic (Tg) for the anti-HY TCRV3.70;Vj38.2) (18, verse transcriptase (Life Technologies). The cDNAs for the different@CR
19), or the P14 TCR (¥2;VB8.1) (20), were crossed into a Rag2-deficient chains were amplified by PCR (40 cycles) using primers specific for the
background (21). The mice obtained (MoaHY and MoP14) were inter-TCRV[8 family (5-TCC CTG ATG GRT ACA AGG CC-3 and TCR-
crossed to give rise to MoaHY.MoP14 double-transgenic (DTg) mice. AllCB2 (5-GCC AGA AGG TAG CAG AGA CCC-3). The resulting PCR
these strains were maintained in specific pathogen-free isolators at the Ceproducts were used for a run-off reaction (two cycles) using a nested flu-
tre de Développement des Techniques Avancées pour I'Expérimentatiodrescent primer specific for the TCR8Z segment (5CCT GGG TGG
Animale-Centre National de la Recherche Scientifique (Orléans, FranceAGT CAC ATT TCT C-3). Finally, the run-off products were resolved on
B6.CD3 '~ mice (22) were from the Centre de Développement des Tech-an automatic 373A DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster City,
niques Avancées pour 'Expérimentation Animale-Centre National de 1aCA), and the results were analyzed using the Immunoscope software (24).
Recherche Scientifique. Double CB3~H-2D°~'~ mice (23) were main-
tained specific pathogen-free in our animal facilities at the Pasteur Institut .
and at the Centre de Développement des Techniques Avancées po Pne marrow (BM) chimeras

I'Expérimentation Animale. Host mice were lethally irradiated (900 rad) ifHCe source and injected
i.v. with 2—4 X 10° BM cells. Thymus, spleen, inguinal, and mesenteric
LN cell suspensions were prepared, and the number and phenotype of the

The following mAbs were used: anti-C8(53-6.7), anti-\a2 (B20.1),  Cells were evaluated.

pan-TCR3 chain (H57-597), anti-¥8.1/2 (MR5-2), anti-CD8 (145-

2C11), anti-CD4 (L3T4/RM4-5), anti-CD69 (H1.2F3), anti-CD25 (PC61), |n vitro proliferation assays

and anti-CD24/HSA (M1/69) from BD PharMingen (San Diego, CA) and

anti-CD44 (IM781) and anti-CD62L (MEL14) from Caltag Laboratories Spleen cells from Tg mice were incubated in 96-well plates ¢&lis/well)
(San Francisco, CA). The antie&f3.70 and the F23.2 anti{38.2 were at 37°C, 5% CQ, in afinal volume of 200ul in complete RPMI 1640
from B. Rocha (Institut National de la Santé et de la Recherche Médicalenedium supplemented with 10% FCS (Boehringer Mannheim). Cells
U345, Institut Necker, Paris, France). Cell-surface staining was performeavere stimulated with Con A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), anti-CD3
with the appropriate combinations of FITC, PE, TRI-Color (Caltag Labo- (BD PharMingen), or the TCR Tg specific peptides gp33-41 (25)
ratories), PerCP (BD Biosciences, San Jose, CA), Biotin, and APC-couple(KAVYNFATM) and Smcy3 peptides (26) (KCSRNRQYL) purchased
Abs. Biotin-coupled Abs were revealed by APC-, TRI-Color-, or PerCP-from Neosystem (Strasbourg, France) and used witt98% purity. After
coupled streptavidin. Dead cells were excluded by light-scattering gatingl—4 days of culture, cells were pulsed overnight with @G of [H]thy-

All analyses were performed with a FACScalibur (BD Biosciences) inter-midine (ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA).

faced to Macintosh CellQuest software (Apple Computer, Cupertino, CA).

For TCR co-internalization analysis, spleen cells from Tg mice were in-

cubated (37°C, 5% C£in NaN,-free balanced salt solution for diferent Results

periods of time in the presence of Abs specific for either one of the Tgcpg* T cells in femalex TCR DTg Rag2-deficient mice

TCRa or TCRB chains. At the end of the incubation periods, cells were

washed in 0.2% Naland kept in the dark at 4°C. Next, the cells were Mice expressing Tg TCRs specific for the male HY Ag (aHY) and

stained with fluorescent Abs directed against TCR chains and were andor the gp33-41 peptide of the LCMV (P14) were crossed with

lyzed. Results are expressed as a percentage of the geometric mean B’é.RagZ” mice to obtain two lines of mice harboring homoge-

fluorescence intensity (MFI), compared with control cells incubated in ab- . .

sence of the first capping Ab. neous populatlons of CD8T cells all expressing the same TCR
specificity. Monoclonal MoaHY (¥8.2°V«T3.70") and MoP14

Immunoscope (VB8.1"Va2™) mice were intercrossed to obtain MoaHY.MoP14

We followed the Immunoscope analysis previously described (24). In brief(DTg) mice bearing two MHC H-2D class I-restricted TCR
total RNA extracted from lymph node (LN) CD8 T cells of the different Tg transgenes.

Flow cytometry
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FIGURE 1. Peripheral T cells in MoP14, MoaHY and MoaHY.MoP14DTg female migeExpression of CD8 (histograms) and o&¥ and VaT3.70
TCR transgenes by gated peripheral LN CD8 T cells (dot pl@s)Spleen cells from DTg females were incubated 6oh in the presence of a first
anti-VB8.2 capping Ab. The expression of the T&Rt different times after incubation was compared with the &@Rpression in absence of the first
Ab. The left graph shows the kinetics ofe internalization (expressed as a percentage of MFI of control cells) amongat®&WAT3.70" ([J) and
Va2"VaT3.70" (¢) T cells. Theright graph shows WT3.70 down-regulation in ¥2"VaT3.70" (O) and Va2"VaT3.70" (O) T cells. We must
mention that, in CD8 T cells from monoclonal mice, down-regulation of a B€Rain correlates with the TGRchain disappearance and vice versa. Thus,
pre-incubation with T3.70 does not internalize the TCR of T cells from MoP14 origin, and pre-incubation with tlaecRai-specific B20 Ab does not
internalize the aHY TCRin T cells from MoaHY mice. Similarly, th@®.2 Ab specific for the aHY TCR did not internalize the P14 TCR (data not shown).
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In the DTg female mice, dual TGR chain-expressing Thymus T cell development i3 TCR (DTg) Rag2’~
(Va2"T3.70") cells represent the majority-80%) of the periph  female mice
eral CD8 T cells (Fig. A). About 20% of the CD8 T cells express
a single W chain; i.e., they are eithera2*T3.70" (~5-15%) or
Va2 T3.70" (~5-15%) (Fig. ). Expression of WT3.70 was
lower in DTg than in MoaHY mice, but varied as in aHY.Rag
TCR Tg mice, where endogenous T&Rhains can be co-ex-
pressed (18). The vast majority (99%) of the peripheral CD8 T
cells express the aHY TCR38.2 chain. Only<1% of the total
CD8 T cells are \8878.2" Va2*T3.70", corresponding to the

P14 TCR (data not shown). Although detection of T cells eXPressy o MoaHy and DTg mice, CD44CD25"" populations were

ing each of the3-chains from the Y88 family can be done using absent and all DN T cells. CDA€D25™ and CDA4 CD25

the F23.1, KJ16, and F23.2 Abs (27), we found that direct analysis .
of dual TCR3 expression was not conclusive due to the lack of aexpressed high levels of the aHY TBR'g V/38.2. In the MoP14

i mice, CD44 CD25"9" cells were present and they did not express
V8.1 monospecific Ab. The assembly of the TCR transgenes a'I‘C:R Expression of the P14 TCERtransgene ways first detegted

the cell surface of the DTg T cells was studied by following the ; )
L . > 210 . Y wing ™ among CD44 CD25™ cells, but the frequency of these cells with
kinetics of co-internalization of the different TCR Tg chains (Fig. TCRY" expression was much lower than that found at similar
1B). Pre-incubation of DTg cells with anti{$8.2 promotes the
) g RB.2 p stages of differentiation in the thymus of both MoaHY and DTg

complete internalization of both&/T'3.70" and Va2™ chains, sug ) .
gesting that the 8.2 aHY TCR3 Tg chain associates with both mice. Therefore, the aHY TQRtransgene was expressed earlier
than the P14 TCR chain. This earlier expression, probably before

the aHY and the P14 TGRTg chains. These results also indicate he CDA44 CD25"" stane. induces the raid transition of imma
that, in the DTg cells, equivalent levels of surface expression of ) g¢, it P .
two TCRB chains must be a rare event. Studies on the in vitro®r® thymocytes into CDﬁCDZS DN cells and the disappear
response of DTg CD8 T cells to specific peptides provided furthe1ce Of the CDMCDZ?? DN population. The kinetics of ex
evidence of the poor expression of th@&/1 P14 TCR transgene. Pression of the TCR Cha'? transgenes also differed. In MoaHY
Thus, whereas the dual-receptor T cells proliferated in response fgmales. all CD44CD25™ DN cells expressed high levels of
the Scmy-3HY peptide (Fig. 2A andB), the P14-specific gp33-41 YaT3.70, wher_eas in the MoP14 t.hymusa?/expressmn yvas low
LCMV peptide failed to induce proliferation of DTg cells (Fig. " CD44 CD25™ DN cells and high levels of expression could
2C). However, it induced the early CDB9 expression in 50% of Only be detected among CD4€D25" DN cells.
Va2 T3.70" cells (Fig. D), indicating that those cells were still N conclusion, the presence of a TCR transgene leads to the
capable of peptide recognition and of a partial agonistic response (zg)apid transition of the thymus cells through the earlier steps of DN
In summary, in female DTg mice, most dual-TCR CD8 cells aredifferentiation. The differential kinetics for the expression of the
V8.2"Va2"T3.70". A minor fraction of the cells may also ex WO TCRB chain transgenes show that T cell maturation occurs
press low levels of P14 8.1 chain, which are insufficient to faster in MoaHY and DTg than in MoP14 mice. The earlier ex-
induce cell proliferation by the gp33-41 peptide and only inducePression of the aHY TCR transgene may lead to the functional
up-regulation of CD69 expression in a fraction of the DTg cells. €xclusion of the second P14 TGRrg.

To understand the cellular mechanisms that could lead to the ex-
clusion of one TCIB chain transgene, we compared T cell devel-
opment in the thymus of the DTg females, MoaHY females, and
MoP14 mice (Fig. 3). The total number of thymocytes7s x 10°
cells) and the double negative (DN) (10%), double positive (DP)
(80%), and single positive (SP) CD§10%) distributions were
similar in all mice (Fig. 3). The composition of the DN popula-
tions as well as their levels of TCR expression (FiB) 8aried. In

A 200000 B 2
i, 99
N §1soooo I Y MoaHY % 1%
g2 - EE S i
= o bttt
£ "3 100000 { 1007107 102 10° 104
FIGURE 2. In vitro stimulation of T cells from £ g =
MoP14, MoaHY, and MoaHY.MoP14 DTg micé, = g 50000 - o 3 %
Spleen T cells from MoaHY femal&)) and DTg fe- i DTg 2
male (¢) mice were stimulated in cultures with the 0 $ © .
Scmy3aHY TCR-specific peptide. Results show the > éb '@ :'B’ q';b © PN e
[®H]thymidine incorporation at day 2 of culture -ob O o7 o7 oF o7 ¥ — CD69 ——
tained in one typical experiment (mean of triplicate Semy3 peptide (pg/ml)
SD). B, Peptide activated (solid line) and nonactivated C D
(dotted line) cells were stained at 24 h for the surface 200000 2
expression of the early activation marker CD69. The = © »
percentage of CD69 cells is indicated inside each £ 150000 % MoPl4 & 14
histogram C andD, The same analysis was performed 23 . o "\IL ° ¥
for T cells from MoP14 mice[(]) and DTg female 'E _§ 100000 | 'j,—‘@ 1 = S o4
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FIGURE 3. T cell development in the thymus of single- and double-TCR Tg Rag2-deficient femaleAniteymus cells from MoaHY.MoP14DTg,
MoaHY, and MoP14 mice were stained for the expression of CD4 and G8p@anel3. The relative proportions of the different DN, DP, and SP
populations are shown in the quadrants inside each dot plotrifhepanelsshow the pattern of expression of CD25 and CD44 among the gated DN
thymocytes.B, The histograms show the expression of the &d Va TCR Tg chains among the different subpopulations of DN thymocytes defined
according to intensity of expression of CD25 and CD44.

Decreased P14 TGQRchain mRNA levels in duatBTCR Tg In dual «BTCR Tg CD8 T cells, the transcripts for the aHY
CD8 T cells TCRg chain were 9-10 times more frequent than those of the P14

The exclusion of the P14 TGRtransgene could occur at the tran- TCRB chain (Fig. 4). It is possible that the presence of TCR reg-
scription and/or at a posttranscription (protein) level. The highUlaory elements favors a stronger and earlier expression of the
sequence homology between the two Tg Tohains prevented aHY TCRB chain that subsequently reduces transcription or sta-

RT-PCR analysis of the specific mRNA transcripts. However, thePility of the mRNA for the late \88.1 chain of the P14 transgene.

size of the hypervariable CDR3-like region of the two chains dif- " Summary, our results suggest that exclusion of the P14FTCR
fers. Therefore, it was possible to evaluate the frequency of thé?haln in dualeySTCR Tg CD8 T cells occurs at the message level.
TCRB chain transcripts using a method of PCR amplification and
primer extension with fluorescent oligonucleotides (24). We mus®
mention that we used the same amplification and extension primei®o new combinations of TCR chains due to the random asso-
for both TCRB chains. By measuring the area corresponding to theciation between the different TCR Tg chains confer a new MHC
transcripts of eac3-chain from a 1:1 mixture of both transgene T restriction spedicity to the MoaHY.MoP14 DTg cells? Lym-
cells, we found that the level of the P14 TBRg mRNA was 3-  phocyte development in the thymus of the DTg females only
to 4-fold lower than that of the aHY TQRtransgene (Fig. 4). gives rise to CD4CD8" SP cells (Fig. 3). The lack of CD4
Correspondingly, the surface expression of By mature CD8  SP cells indicates that any potential association betweemd

T cells is 20—30% lower in MoP14 mice than in MoaHY mice. The B-chains from the two TCR transgenes does not permit positive
lower level of transcription of the P14 transgene may be due to theselection by MHC class II. Selection of DTg cells in the absence
types of promoters and transgene vectors used. Indeed, the aH)f the aHY and P14 TCR MHC class | H-ZDestricting ele
vector includes both the TQRchain promoter and the TR  ment was also investigated. In female CDO3H-2D*~'~ chi-
chain enhancer, whereas the P14 vector uses an MHC class | proreras reconstituted with BM cells from female DTg donors
moter and the Ig H chain enhancer, without regulatory elementgFig. 5), the number of thymocytes is reduced. The few CD8
specific for TCR expression (19, 20). SP cells present in the thymus are immature because

Tg T cells are H-2D restricted
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FIGURE 5. Development of MoaHY.MoP14DTg T cells in BM chime-
ras. Irradiated CD8'~ (top) or CD3¢~/~H-2D°~'~ mice (otton) were
reconstituted with BM cells from DTg donors. Two months later, T cell
development was examined. The panels show the expression of CD4 and
CD8 in the thymus of both BM chimeras and the expression @2 #nd
VaT3.70 among the SP CD&cells (R1 gate). Note the rarity of SP TCR

cells in the CD27/~H-2D°~'~ hosts. The relative proportions of the DN,
DP, and SP populations are shown in the quadrants inside each dot plot.
The total numbers of thymocytes and SP CD8 thymus cells are indicated
above each dot plot.
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expression was studied by Immunoscope, using lymph node cells from

MoaHY, MoP14, and MoaHY.MoP14DTg female and male mice. A 1:1

mixture of LN CD8 T cells from MoaHY and MoP14 mice was used to females (Fig. &), single Va2"T3.70" cells are more abundant

compare the relative transcription of both T@Rhain transgenesB,
CD8"* T cells from MoaHY, MoP14, and MoaHY.MoP14DTg mice were
stained for total TCRB chain surface expression using a gafb (H57).
The MFI obtained is indicated in each histogram.

TCR""CD8" SP cells are almost absent (Fig. 5) and the aum

ber of peripheral CD8 T cells is 20-fold lower (i.e<0.5 x 10°
cells) than in CD3’"H-2D"*/* chimeras. The few peripheral
CD8 SP cells present express the aHB8/2 and the P14 ¥2

(~20%) and \&2"T3.70" cells are rare£2%). We examined the
density of expression and the assembly of the different TCR chains
in DTg cells from male mice. Compared with dual T€Rells
from DTg females, the expression of thex¥/3.70 TCR chain,
though variable, was consistently reduced (compare Filyantl

A

6.1x10° thymocytes

chains (data not shown). From these results, we conclude that,
in DTg mice, dual-receptor expression does not hinder thymus
T cell positive selection and that SP CD8 cells are restricted to
MHC H-2DP class | molecules.

CD4

Thymus selection of dual-receptor CD8 T cells in the presence
of self-Ag

We next investigated whether the presence of two TCR transgenes
could rescue cells from deletion in the presence of male HY self-
Ag. We compared T cell development in the thymus of MoaHY
and DTg male mice. In MoaHY male mice, the presence of the HY
Ag blocks thymus T cell differentiation at the DN to DP transition.
The number of thymocytes is reduced tox510°, of which 92%

are DN (18). In the thymus of DTg males, T cell development is
also impaired, but in contrast to MoaHY male mice, the presence
of the second %2 TCR transgene rescues a significant fraction of
cells into the DP compartment (Fig. 8,andB). This allows the
selection of cells co-expressing both P14-specifa?2 and low
levels of HY-specift VaT3.70 into the SP CD8 T cell compart-
ment (Fig. @). At the periphery of the MoaHY males, 70% of the
peripheral TCR cells are CD8CD4~ DN (Fig. 7A), and the few
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TCR* CD8" T cells present (4 10°) express low levels of TCR
(18). In the DTg males, TCRDN cells are practically absent and
we recovered 3-fold more peripheral CD§ cells (12x 10°), of
which most (~80%) express two TC& chains (Fig. ) and di-
minished levels of CDB (data not shown). In contrast with DTg

FIGURE 6. T cell development in the presence of the HY male Ag.
Thymocytes from MoaHY and DTg male mice were stained for CD4 and
CD8 surface expression. The relative proportions of the different DN, DP,
and SP populations are shown in the quadrants inside each ddBpldte

dot plots show the expression ofe? and WT3.70 chains by SP CD8
thymus cells in DTg male mice.
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FIGURE 7. Peripheral T cells in MoaHY and MoaHY.MoP14DTg male mideExpression of CD8 (histograms) by gated TCEN cells and of \&2
and VaT3.70 TCR transgenes by gated peripheral LN CD8 T cells (dot pBfspleen cells from DTg male mice were incubatedSd in thepresence
of a first anti-\V38.2 capping Ab. The expression of the T&Rt different times after incubation was compared with the &@Rpression in absence of
the first Ab. Theleft graphshows the kinetics of ¥2 internalization (expressed as a percentage of MFI of control cells) among®8W4T3.70° ((J)
and Va2*VaT3.70" (©) T cells. Theright graph shows W& T3.70 down-regulation in ¥2~VaT3.70" (O) and Va2*VaT3.70" (¢) T cells.

7A). Pre-incubation of dual receptor cells from DTg males with shown to express a new MHC specificity (14, 17, 30). The fidelity
anti-V8.2 Abs fails to internalize 50% of theaf3.70 chains  of the dual MoaHY.MoP14 TCR transgene cells to the H*2D
(Fig. 7B). This observation contrasts with the results obtained withrestricting element allows comparing the selection of dual- and
dual-receptor cells from DTg females and suggests an increasegingle-receptor T cells, without the biases that could be introduced
expression of the P14 88.1, which associates with theal3.70 by the generation of a new MHC restriction specificity.

chains at the surface (FigsBand B). Indeed, the level of the P14 In female DTg mice, whereas80% of the peripheral CD8 T
TCRB Tg mRNA in cells from DTg male mice is higher than in cells express two TC& chains, the vast majority of the CD8 T
cells from DTg female mice (Fig.A). Thus, deletion of dual- cells only express one T@Rchain; i.e., they functionally “exclud-
receptor T cells bearing the aHY TCR is abrogated, allowing theeg” one of the TCR chain transgenes. Indeed, several findings

selection of the cells expressing low levels of the self-reactivesyggest that, although 99% of the CD8 T cells from DTg mice are
TCR and higher levels of the second non-self-reactive P14 TCR/BB_Z*, most cells either do not express or poorly express the

(15). These findings S/IhOW that most peripheral CDBcells in  \/gg 1 chain of the P14 TCR. First, internalization of th@8/2
+/low + + ow

DTg males are ¥38.1'"°8.2"Va2 " T3.70°". We conclude that  chain of the aHY TCR transgene leads to complete co-internaliza-

in male DTg mice, the presence of a second TCR transgene pPrggn of hoth Vi chains. Secondly, in vitro stimulation of CD8 T

vents deletion of cells expressing a self-reactive receptor. The s from DTg mice with the LCMV gp33-41 peptide failed to

types and the levels of receptor expression difler from those Ob|'nduce cell proliferation. Because the peripheral pools of MoP14

served .in female mice, indicating a process of ada.ptatior.] of ,th?nice contain a high number of CD8 T cells, the absence of the
population of CD8 T cells determined by their antigenic P14 B-chain in DTg mice is not due to its poor expression or

microenvironment. the inability of cells expressing it to be positively selected. More-
Disc ion over, in DTg mice a minority (1%) of CD8 T cells are
SCUSs . . . ., VB8"8.2Va2'T3.707; i.e., they express only the P1438.1
The role of dual-receptor T cells in autoimmune diseases is de-, _. . L .
chain. By comparing the kinetics of expression of the Tg TCR

pendent on the ability of the dual TCR cells to escape negaltlVechains during T cell development, we found that, in MoaHY mice,

selection, to be positively selected in the thymus, and to survive%% of the CD44 CD25™ DN cells already express the TER
and remain functionally active in the peripheral pools. In thechain, whereas, in MoP14 mice, expression of the BaRain

resent study, we investigated the thymus selection of dual-recep- . o
for cD8 T cyells from Bg Rag?~ mi)(/:e Tg for two complete occurs at a later CD44CD25 stage. The different kinetics of

TCRs, namely the- and theB-chains of the anti-LCMV P14 TCR TCR expression.mag rehIaLe to thehtype of vectors udsed.hThe aHy
and of the anti-male Ag aHY TCR (18, 20). transgene contains both the T@Rhain promoter and enhancer,

In the MoaHY.MoP14 DTg mice, thymus T cell development whereas the P14 transgene uses an MHC class | promoter and an
only gives rise to CD8 T cells, indicating that the association be-'9H enhancer (19, 20). The presence of the correct FCRain
tween the differentyB-chains of the two TCR transgenes was not enhancer justifies poth the earllgr and the higher trqnscrlptlon of
able to generate MHC class Il-restricted CD4 T cells. The lack ofthe @HY TCH3 chain. By comparing the mRNA species of both
significant T cell development in MHC class | H-20~ chimeras ~ B-chains, we observed that the TBRhain transcripts in the CD8
further demonstrates that the all TCR chain combinations that carh Cells from the MoP14 mice are less abundant than in the CD8 T
be generated from the two transgenes are restricted only to theells from the MoaHY mice. Accordingly, TQRchain surface
H-2DP molecule. These results are not due to the inability ofexpression was found to be lower in MoP14 CD8 T cells than in
the different TCR chains to associate (29). Indeed, the study of th&oaHY CD8 T cells. More importantly, in the dual-receptor T
co-internalization of the TCR chains in CD8 cells from female andcells, the P148-chain transcripts are very poorly represented (10%
male DTg mice shows that the tw&chains and the twa-chains  of total). These results suggest that, in dual-receptor T cells, si-
of both transgenes can forap heterodimers in all possible com- lencing of the P143-chain occurs at the mRNA level. The exact
binations. These observations contrast with previous reports, imechanisms that regulate the levels of the Bighain transcripts
which DTg mice using TCR transgenes restricted to MHC class Iremain unknown. Double-TCR transgenic mice have been previ-
and MHC class Il or to two different MHC class | molecules were ously shown to produce cells with mutual exclusion of the TCR
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transgenes posttranscriptionally (31) or which express both recexpressing CD8 can accumulate due to the dilution of the aHY
tors equally (32, 33). The effect on P14 T@Rhain allelic exclu-  TCR. In fact, the few peripheral TCRDN cells that survive in
sion could be due to the earlier and stronger expression of the aHDTg male mice express higher levels of the aHY-specific TCR
B-chain that may affect expression of the second PBichain (data not shown).
transgene at the posttranscriptional level. It may reduce the stabil- We show here, by using double-TCR Tg mice, that B3iRain
ity and the half-life of the P14-chain transcripts. It may compete usage is tightly controlled and that mechanisms other than classical
for limited amounts of p& or for the CD3 complex required for allelic exclusion can affect expression of a second BGiRain
surface receptor expression. It may also inhibit transcription of theéransgene. In contrast, control of T@Rhain is loose, allowing the
second P14-chain transgene. In the latter case, any possible regeo-expression of two TCR chain transgenes. As a consequence,
ulatory mechanisms involved in suppressing transcription of thehe majority of CD8 T cells from the MoaHY.MoP14 DTg female
P14 B-chain might act through the IgH enhancer used in the P14and male mice, like-30% of the peripheral T cells from a normal
vector. In the rare ¥8"8.2 Va2"T3.70° CD8 T cells, the re  mouse (11, 12), express one T@Rhain associated with two dif-
verse must occur because these cells express only the Bd4V ferent TCRx chains. Therefore, these DTg mice provide a unique
chain and exclude the aHB-chain. These effects may simply model for studying the in vivo functional behavior of the dual-
reflect vagaries of the TCR constructs. However, all these mechfCRa CD8 T cells. We examined the thymus selection of the
anisms are selective for th&chain transgene, in that they do not dual-receptor CD8 T cells in the presence of self-Ag. We found
affect expression of the P14 T@Rransgene under the control of that the presence of a second T&Rhain allows a significant
the same promoter and enhancer (20), suggesting that they maymber of CD8 T cells expressing a self-reactive receptor to es-
have some physiological relevance. Examples of silencing of oneape central deletion and migrate to the peripheral pools of male
transgene have also been reported in mice that bear two completeice. Differences in TCR and coreceptor expression between fe-
rearranged Ig transgenes (34, 35). Overall, these findings indicatmale and male MoaHY and DTg mice suggest that peripheral T
that the presence of two productiy@chain rearrangements (6) cell survival requires an optimal level of signaling, which implies
does not necessarily correlate with douBlehain expression, as a process of “adaptation” of lymphocyte populations to the host
shown for the TCR locus (29). This represents yet another mech-environment.
anism for functional TCR chain exclusion. As a result of this
process, most of the CD8 T cells from the DTg mice express onAcknowledgments
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[1l. SELECTION PERIPHERIQUE DANS DES SOURIS DOUBLE -TRANSGENIQUES
POUR LETCR

Nous avons continué notre analyse des animaux DTg, en nous concentrant cette fois sur le
comportement des cellulesaB CD8 au niveau des compartiments périphériques. En effet,
ces animaux peuvent étre considérés comme un modéle d’étude des cellules double-
expresseur de chaire du TCR, situation courante (~30% des cellules T) chez la souris.
Comme nous I'avons indiqué précédemment, la majorité des cellules TOOM@8expriment

les deux chainest des TCR aHY et P14, en association avec la chaida TCR aHY
(population \WT3.70 Va2'; ~85% dans les toutes les souris DTg). Toutefois, il existe
également deux populations minoritaires exprimant uniquement l'une (populatid®. X0

Va2 ; 5-15% chez les femelles2% chez les méles) ou I'autre (population™N8.70 Va 2" ;

5-15% chez les femelles, 15-20% chez les males) des claines

En absence de l'autoantigene, les trois sous-populations” CO§ sont exclues des
compartiments périphériques lorsqu’elles sont mises en compétition, dans des chimeres de
moelle osseuse, avec des cellules T CE&primant le TCR P14. La compétition
DTg/MoaHY montre que la population double-expresseuf¥.70 Va2' peut se maintenir,

alors que la population aT3.70 Va2" a tendance a étre sur-représentée, mimant ainsi
partiellement le comportement des cellules T *P14insi, la hiérarchie de capacité
compétitrice est P14 > DTg aHY. Le transfert des cellules T CDBTg ou monoclonales

dans des receveurs sans cellules T (€DP3montre que la capacité de prolifération
homéostatique des cellules DTg et MoaHY est similairement faible.

En présence de l'autoantigene, la capacité compétitrice des cellules DTg est réduite, au profit
de la population ¥T3.70 Va2', qui devient plus abondante. Toutefois, les cellules T'*CD8
double-expresseur résistent mieux que celles n'exprimant que le TCR aHY, qui sont
guasiment absentes. Cette observation est confirmée lors de la réponse immunitaire des
cellules DTg issues de souris femelles et directement transférées dans un male. Aprés le pic
de la réponse, les cellules qui n’expriment que le TCR aH¥TR/70 Va2) disparaissent,

alors que les double-expresseurs8.70 Va2") se maintiennent. Globalement, les cellules

T CDS8 issues des males DTg répondent faiblement contre le peptideirméieo. Les
expériencesn vivo montrent un comportement intéressant, car les cellules T OD§ de

males injectées dans des males proliferent et s’accumulent, alors que ce n’est pas le cas dans

les receveurs femelles.
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Trois conclusions peuvent étre tirées de cette comparaison de situation. Tout d’abord, les
cellules T CD8 double-expresseur montrent une capacité de compétition réduite en présence
de I'antigéne, méme si elle est supérieure a celle des cellules n'exprimant que le TCR aHY.
Ensuite, les cellules T CD®Tg deviennent difficiles a stimuler avec '’Ag male, que ce soit
apres la réponse immunitaire des cellules DTg de femelles, ou bien en utilisant directement
des cellules DTg de males. Enfin, I'expression de deux chaingsrmet cependant aux
cellules DTg de résister a la délétion centrale, mais également a la délétion périphérique aprés
la réponse immunitaire. Il est suggéré que les cellules T' @B&e type peuvent jouer un

réle de cellules régulatrices, que nous n'avons pas cherché a préciser pour linstant.
Globalement, le processus d'adaptation des cellules T*dDBy a leurs conditions
environnementales pourrait étre un mécanisme utile pour diminuer le risque d’autoimmunité

gue ces cellules représentent.
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CD8™ T Lymphocytes in Double a8 TCR Transgenic Mice. II.
Competitive Fitness of Dualaf TCR CD8™ T Lymphocytes in
the Peripheral Pools

Nicolas Legrand and Antonio A. Freitas’

We studied Rag2-deficient mice bearing two rearrangedB TCR transgenes, both restricted to the MHC H-2[F class | molecule.
We have previously shown that, in these DTg mice, most peripheral CD8 T cells express one TBRhain associated with two
TCRea chains, as in one-third of the mature T cells from normal mice. We examined the functional behavior of the dual-receptor
CD8T cells developing either in the absence or in the presence of self-Ag. The dual-receptor CD8 T cells, which develop in absence
of self-Ag, show efficient responses to immunization and remain sensitive to induction of peripheral tolerance. In contrast to single
TCR T cells, the dual-TCR cells, when tolerized upon exposure to high levels of self-Ag, are not deleted and therefore may exert
important regulatory functions. When developing in the presence of self-Ag, the dual-receptor-expressing CD8 T cells escape
central deletion, but are not fully competent to respond to cognate stimuli. Overall, we found that the dual-TCR CD8 T cells show

a poor competitive value and can be out-competed by single-TCR cells, both in the course of immune responses and in recon-
stitution experiments. The decreased fitness of the dual-receptor cells may contribute to diminishing the autoimmune hazard that
they could represent. The Journal of Immunology,2001, 167: 6158—-6164.

the generation of T cells with dual specificity is relatively effector functions via the second receptor (9), and their in vivo

high. First, this is because allelic exclusion of the TECR presence was correlated to the induction of autoimmune diabetes
chain is never fail proof and 1% of the maturex8 T cells contain  when the relevant Ag was expressed by the target tissue (10).
two productive TCIB alleles (1, 2). Second, it is because T&€R  The role of dual-receptor T cells in autoimmune diseases, how-
chain rearrangements proceed simultaneously in both chromasyer, is strictly dependent on their ability to be positively selected
somes (3, 4) and-30% of the humam3 T cells (5) and a fraction 5 the thymus, to survive, and to remain fully reactive in the pe-
of the mousenf T cells (6, 7) express two TGRchains (4—6).  ripheral pools. Both thymus positive selection (11) and peripheral
.Potenti.ally thgse dual-receptor T cells could play an important roler .oy survival require receptor engagement by MHC molecules
in autoimmunity. The presence of a second TCR would allow cell§;5_16) The presence of two receptors with different specificity
bearing a sglf-reac_tlve TCR to bypgss negative _selectlon in thﬁnposes some constraints on the selection, survival, and functional
thymus, in V|rt_ue of its lower expression. Atthe p_erlphery, these Tabilities of dual-receptor T cells. Indeed, it was recently shown that
g?dllzfo;;?é%té\;atreedsbﬁr? dnt(z)ns_ztlefl-f Agt\_’\ém;'l\jlj :gquwza Iower(jt_h resh'Ehe decreased surface density of specific receptors reduces the thy-

Hvation, resp peptide » and cause disease, o positive selection of dual-receptor T cells (17). Moreover, the

Several in vivo experimental models have examined this pOSSIb"functionaI capacity of peripheral dual-receptor T cells has also
ity. Studies on mice hemizygous for the T@Rocus do not seem .
to support the role of dual-TGRexpressing T cells to develop been challehg.ed because expression of two TCRs does not always
autoimmune diseases, i.e., diabetes in nonobese diabetic mice (gfnfer reactlwt_y to tW9 unrelated Ag; (18)' ) )
However, in transgenic (T§mouse models, co-expression of two We have derived a line of Rag2-deficient mlpg bearing two com-
TCRs has been shown to rescue self-reactive T cells from tolerP!€te rearrangedp TCR transgenes, one specific for the HY male

ance induction, allowing their exit into the peripheral pools (9, 10).A9 (15, 19) and the second specific for the gp33-41 peptide of
lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) (20). Both receptors
are restricted to the same MHC H-2Dlass | molecule. We have
Lymphocyte Population Biology Unit, Unité de Recherche Associée, Centre Nationaexamined the thymus selection of the CD8 T cells in these double
de la Recherche Scientifique, Institut Pasteur, Paris, France transgenic (DTg) mice in the absence or in the presence of the HY
Received for publication July 13, 2001. Accepted for publication September 21, 2001 gle self-Ag (35). In female DTg mice, most mature peripheral
The costs of publication of this article were defrayed in part by the payment of pageCD8 T cells express only the T@Rchain from the aHY transgene
charges. This article must therefore be hereby maddertisemenin accordance iated with th TGRchai | | . h
with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indicate this fact. associated with the two _am tranSgen_eS'_ _n male mice, the
1 This work was supported by the Institute Pasteur, Centre National de la Recherch@resence of a §econd T@Rhal_n allows a SIQnIflcant number of
Scientifique, Agence Nationale de Recherches sur le SIDA, Association pour la ReCD8 T expressing a self-reactive receptor to escape central dele-
cherche sur le Cancer, Sidaction, and Ministére de la Recherche et de I’Espac:ﬁon and migrate to the peripheral pools. Thus, in both cases, most
France. A ! !
> . : ) of the CD8 T cells from the DTg mice express one TE&sS0-
Address correspondence and reprint requests to Dr. Antonio A. Freitas, Lymphocyte, . . . o .
Population Biology Unit, Unité de Recherche Associée, Centre National de la ReCiated with two TCRy chains, like~30% of the peripheral T cells
cherche Scientifique, 1961 Institut Pasteur, 25 Rue du Dr. Roux, 75015 Paris, Francfiom a normal mouse. Therefore, these DTg mice provide a unique
E-mail address: afreitas@pasteur.fr . . .
. model for studying the functional behavior of dual-T&€RD8 T
Abbreviations used in this paper: Tg, transgenic; LCMV, lymphocytic choriomen- : : - :
ingitis virus; DTg, double transgenic; BM, bone marrow; LN, lymph node; DN, C.e"S' In the present investigation, we compar.ed the capacity of
double negative; SP, single positive; DP, double positive. single- and dual-receptor CD8 T cells to colonize and repopulate

I n normal mice, despite mechanisms of TCR allelic exclusion,These self-reactive T cells could be stimulated in vitro to anti-self

Copyright © 2001 by The American Association of Immunologists 0022-1767/01/$02.00
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peripheral pools, as well as to respond to antigenic stimulatioron the reconstitution of CD3~H-2D/~ chimeras reconstituted

in vivo. with BM cells from DTg donors have shown that, in the DTg mice,
>99% of the CD8 cells are restricted to the MHC H28ass |

Materials and Methods molecule (35).

Mice In female DTg mice, we have found that 99% of the peripheral

C57BL/6 mice Tg for the anti-HY TCR (WT3.70.V38.2) (15, 19) or the ~ CD8 T cells express only the TCRB8.2" chain from the aHY
P14 TCR (W2.VB8.1) (20) were crossed into a Rag2-deficient back- transgene (35). Less than 1% of the total CD8 T cells are
ground. The mice obtained (MoaHY and MoP14) were intercrossed to give/ 3878.2"V«a2"T3.70". In contrast, the majority~80%) of the
rise to MoaHY.MoP14 DTg mice. All of these strains were maintained in eripheral CD8 T cells (Fig.A) express the two TCR chains.

specific pathogen-free isolators at the Centre de Développement des Te + ; ;
niques Avancées pour I'expérimentation Animale-Centre National de la hese \42"T3.70" CD8 T cells have a naive phenotype, in that

Recherche Scientifique (Orléans, France). B6.RAg2mice (21) and  they are CD44, CD62L™", CD25, and CD69 (data not
B6.CD3 '~ mice (22) were from the Centre de Développement des Tech-shown). About 20% of the CD8 T cells express a single ®CR
niques Avancées pour I'expérimentation Animale-Centre National de lachain; i.e., they are either a2*T3.70° (~5-15%) or
Recherche Scientifique, and C57BL/6 mice were from IFFA-CREDOVa27T3'7O+ (~5-15%) (Fig. B). Whereas both DTg and
(Saint-Germain-sur-I'Arbresle, France). _ . . N

Va2 T3.70" single cells are CD44, the single \&2* cells are
Flow cytometry CD44™, as in the MoP14 mice (Fig.B). In conclusion, in the

The following mAbs were used: anti-Cla8(53-6.7), anti-\&2 (B20.1), peripheral pools Of_female DTg mice, most CPB cells are
anti-vg8.1/2 (MR5-2), anti-ThyL.1 (OX-7), anti-Thy1.2 (30-H12), anti- VfB8.2"Va2'T3.70"; i.e., they express one TERchain and two
CD3e (145-2C11), anti-CD4 (L3T4/RM4-5), anti-CD69 (H1.2F3), anti- different TCRx chains, like~30% of the T cells from a normal
CD25 (PC61), and anti-CD24/HSA (M1/69) from BD PharMingen (San mgouse (5, 6).

Diego, CA) and anti-CD44 (IM781) and anti-CD62L (MEL14) from

Caltag Laboratories (San Francisco, CA). The antiFf8.70 and the F23.2 e ; R

anti-vVB8.2 were from B. Rocha (Institut National de la Santé et de la Compeiitive capacity of dual-TCR CDB T cells

Recherche Médicale Unité 345, Institut Necker, Paris, France). Cell-surBecause the majority of the cells express two TGfhains, CD8
face staining was performed with the appropriate combinations of FITC, cells from DTg mice represent an ideal model to study the phys-

PE, TRI-Color (Caltag Laboratories), PerCP (BD Biosciences, San Jos . : i -
CA), Biotin, and APC-coupled Abs. Biotin-coupled Abs were revealed bﬁologlcal behavior of one-third of the T cells from normal mice.

APC-, TRI-Color-, or PerCP-coupled streptavidin. Dead cells were ex-We first addressed the question of whether the expression of two
cluded by light-scattering gating. All analyses were performed with a FAC-TCR transgenes could hinder the selection and survival fithess of
Scalibur (BD Biosciences) interfaced to Macintosh CellQuest softwarethe CD8 T cells. We compared the development and accumulation
(Apple Computer, Cupertino, CA). of single and DTg CD8 T cells in the same Rag2 hosts recon-
Bone marrow (BM) chimeras and peripheral T cell transfers  stituted with BM precursors from MoP14, MoaHY, or MoaHY.
Host Rag2’/~B6 mice were lethally irradiated (900 rad) in-¥Ce source MO.P14 DTg donors either injected alone or mlxed at d_lﬁprent
and injected i.v. with 2—4.FBM cells. This inoculum contained BM cells  atlos (23). Two months later, the female chimeras co-injected
from different donors, mixed at several ratios (23). Nonirradiated female owith BM cells from MoP14, MoaHY, and DTg donors showed a
male B6.CD2'~ hosts were also injected i.v. with CD8 LN T cell pop- hierarchy of T cell selection and accumulation in which MoP44
ulations. By using mice differing by Thy1 or Ly5 allotype and Tg TCR \ogHY = DTg CD8 T cells (Fig. 2). Thus, in the chimeras co-

chains, we were able to discriminate the cells that originated from the . - . .
different donor and host mice. Spleen, inguinal, and mesenteric lymph nodg"JeCted with a 10:90 cell ratio of BM cells from MoP14 (Thy1.2)

(LN) cell suspensions were prepared, and the number and phenotype of t@d MoaHY (Thyl1.1) donors>60% of the mature T cells were
cells from each donor population were evaluated. The total peripheral from P14 origin (Fig. ). In the chimeras injected with a 50:50
cell numbers shown iRResultsrepresent the number of cells recovered in

the host’s spleen added to twice the number of cells recovered from the

host’s inguinal and mesenteric LNs.

In vitro proliferation assays A | CDBreells B : ”
e o —]

Spleen cells from Tg mice were incubated in 96-well plates ¢&lls/well) 3, MoP14 s MoP14 ¢

at 37°C, 5% CQ, in afinal volume of 200ul in complete RPMI 1640 ¢ » RS i

medium supplemented with 10% FCS (Boehringer Mannheim, Mannheim, ¢ =i s

Germany). Cells were stimulated with Con A (Sigma-Aldrich, St. Louis, =, e MosHY 4 —

MO), anti-CD3 (BD PharMingen), or the Tg TCR specific peptides L FLH i g

gp33-41 (24) (KAVYNFATM) andSmcy3 peptides (25) (KCSRNRQYL) . < e,

purchased from Neosystem (Strasbourg, France) and used withb&6 g, MoaHY E = & =

purity. After 1-4 days of culture, cells were pulsed overnight with & . 89 a ] oz L _

[®H]thymidine (ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA). H 2 v 3

RESU|tS i FI!gil Rl ‘=;'_00 10! 1029194 ;n” e

The peripheral pool of female@ TCR DTg Rag2-deficient mice V;’;fm ;

By crossing two different lines of TCR Tg B6.Rag2 mice, we ERRbL T : f",n o

obtained MoaHY.MoP14 (DTg) mice bearing two MHC H-2D ; 93 e ¢ p

class I-restricted TCR transgenes. One receptor, aHY, is specific’ : T VOT3.70* 3 —

for the HY male Ag (\38.2"VaT3.70") and the second, P14, is " % gz o B, :

specific for the gp33-41 peptide of the LCMV 8.1"Va2"). In — cDs — — VoT370 — T ot

these DTghm!ce, ?Iue totrt]hetabsence of Ragz,ngpthocytes can quGURE 1. Peripheral T cells in MoP14, MoaHY, and MoaHY.MoP14DTg
EXpress chains from the tWwo rearrange ransgenes ( male mice A, Expression of CD8 (histograms) and o&® and W T3.70

Lymphocyte .developm.ent in the thymgs lonly gives rise 10TCR transgenes by gated peripheral LN CD8 T cells (dot plBisxpression
CD4~CD8" single positive (SP) cells, indicating that the random ot cpaa among MoP14, MoaHY, DTga2"VaT3.70, Va2 VaT3.70",
association between the and theg-chains from the two trans-  and Va2 VaT3.70" LN CD8 T cells. Note that the expression of CD44 is
genes does not allow positive selection by MHC class Il. Studiesigher among the ¥2* single cells.
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FIGURE 2. Female Rag2~ host mice were lethally irradiated and re |
constituted with mixtures of BM cells from different donors, respectively O S P P
. .. . 3
from MoaHY and MoP14 female micé\ (injected ratio, 90:10), DTg and <10 T o 5 = zi_l m% _d,'\ °
MoP14 female miceR) (ratio, 50:50), and DTg and MoaHY female mice , | Co-thymicine
Days after adoptive transfer incorporation (cpm)

(C) (ratio, 80:20). Eight weeks after reconstitution, the relative proportions

of T cells from the different donors were analyzed in the central and peFIGURE 3. T cell survival and expansion in T cell-deficient hosts.
ripheral T cell compartments. The results show the relative proportion ofAround 6.16 LN cells from MoP14 (), MoaHY (<), and DTg Q) fe-
MoP14- @) or DTg-derived B andC) cells among T cells (meat SD of male mice were transferred into B6.CO3~ female @) and male B)

six to eight mice).B and C, The relative proportion of each T cell sub- hosts. Results show the kinetics of the total number of donor Tg T cells

population among cells from DTg origin is shown for SP CD8 thymocytes recovered in the spleen and LN of the host mice (me&8D of three mice
and peripheral CD8 T cells (dashed bars, a2*VaT3.70%; filled bars, per time point).C, Results show the kinetics of expansion of the different
Va2+"VaT3.707; open bars, W2 VaT3.707). Similar results were cb ~ DTg donor T cell subsets in the male hostsa2/VaT3.70" (O),
tained in chimeras reconstituted with other cell ratios. Va2 VaT3.70° (0), and Va2*VaT3.700 (A; mean+ SD of three
mice).D, Proliferation of purified T cells from female MoaHY (open bars)
and DTg (filled bars) donors injected (2°1®f each origin) into
ratio of MoP14 and DTg cells, there was also a preferential selecB6.CD3 '~ male hosts 35 days before. Results show cpm after 3 days of
tion of the P14 CD8 T cells, which occupy80-90% of the pe- in vitro stimulation with theScmy-3peptide (2.5..g/ml) and Con A. Sim-
ripheral T cell pool (Fig. B). In these later chimeras, populations ilar results were obtained after'anti-CD3 st'imulation.. Stimulat.ion of control
of single TCRe-expressing cells of DTg BM origin were rare or MoaHY female cells resulted in 10 fold higher proliferation indexes.
absent. In the chimeras reconstituted with a mixture of MoaHY
(Thyl.1) and DTg (Thyl.2) BM, the cells from DTg origin
(Thy1.2) represent the majority-(75—-80%) of the thymus double from days 1-15 after transfer (FigAR In contrast, the number of
negative (DN) precursors. Among the mature thymus SP and pecells from MoP14 donors augments to a plateau of ¥-20° cells
ripheral populations, however, cells expressing two &Rains  at day 14. This increase nevertheless was 10-fold lower than that
account for 50% of the cells from DTg origin, less than the 80%observed for transferred polyclonal CD8 T cell populations (data
present either in the original DTg mice (Fig. 1) or in the control not shown).
chimeras reconstituted with 100% BM from DTg donors (data not In the presence of the HY Ag, in male hosts, cells from MoaHY
shown). This is due to a significant increase in the fraction offemale and DTg female donors respond to antigenic stimulation
single VaT3.70 Va2™ in the peripheral pools. These resultssug and expand to reach a plateau of tells at day 15 (Fig.B). The
gest that, among the CD8 T cells from DTg origin, those cellskinetics of response and the long-term persistence differed between
expressing the TCR¥T3.70 chain are competitively lesd¢ o the dual and the single &expressing CD8 T cell populations
populate the peripheral T cell pools than those expressing therom DTg donors (Fig. 8). The number of cells expressing single
TCRVa2 chain alone. Va2~ T3.70" and dual \&2"T3.70" increased to similar numbers
. - , . (Fig. 3C). The expansion of the &2 T3.70" cells continued
Immune responses and “homeostatic” proliferation of DTg CD8 slightly longer (Fig. 3B andC) to reach a peak at day 7, but when
cells in the presence of other CD8 T cell populations, they decay there-
We next compared the in vivo immune responses and the prolifafter. Thus, after transfer thed2 T3.70" population becomes
eration of mature CD8 T cells from MoP14, MoaHY female, andthe less represented T cell subset (FigC).3 These single
DTg female mice transferred into T cell-deficient GD3~ adop Va2 T3.70" TCR cells, recovered late after transfer, become re
tive hosts (Fig. 3). In absence of Ag, in female hosts, CD8 T cellsfractory and proliferate poorly upon in vitro stimulation with the
from MoaHY or DTg female donors persist at similar numbers HY-specific peptide or Con A (Fig.[3) (26). The fraction of dual
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Va2*T3.70" cells increased at a similar rate and continued toat the periphery;~90% of the cells were from DTg origin (Fig.
expand up to day 14 after transfer, but once they reached their pedd). The fraction of MoaHY and single &2~ T3.70" cells is

of growth, their numbers did not decline and remain constant. Thetrongly reduced, whereas thex®*T3.70" cells become more
dual-receptor cells that persisted after expansion proliferated bettebundant (Fig. B). These findings show a preferential selection of
than the single %2~ T3.70" cells to the in vitro stimulation by the the cells that lose expression of the HY-spechiaT3.70, sug-
HY peptide (Fig. 3B andD). However, this response was 10-fold gesting that, when in the presence of self-Ag, dual ®CFD8 T
lower than that of control naive CD8 cells from MoaHY female cells expressing the ¥T3.70 aHY chain are counter selected and
mice (data not shown). Finally, the fraction obk2"T3.70" cells less fit to integrate the peripheral T cell pool.

augmented 10-fold less at a much slower rate (F@@); 8e., they The anti-HY responses of the dual-receptor CD8 T cells from
mimic the growth of MoP14 cells transferred into CO3~ female DTg male mice were studied. In vivo, the CD8 T cells from DTg
hosts (Fig. 3). male donors when exposed to the HY Ag in male adoptive hosts

We conclude that mature dual-receptor cells show efficient inexpanded, but 10-fold less and at a slower rate (F8ytban CD8
Vivo responses but are less susceptible to the induction of peripteells from DTg female donors (see FigB)3 After transfer, the
eral tolerance than the single TCR-expressing cells. Indeed, aftdraction of the single 2" T3.70" expressing donor cells -in
in vivo stimulation with an excess of Ag, they are not replaced bycreased both in male and female adoptive hosts (Fg. I vitro,
other cell populations and retain a partial responsiveness wheapon stimulation with theScmy3 HY-specific peptide, the re-
stimulated in vitro with the specific peptide. sponse of the T cells from DTg males was of lower intensity and

- - ) delayed compared with the T cells from female DTg mice, but it

Competitive ability and immune responses of DTg CD8 cells 55 significantly detectable in the presence of high concentrations
from male mice of the stimulating ligands (Fig.A. The T cells from male DTg
We have investigated whether the presence of two TCR transgenésice up-regulated CD69 expression after stimulation with the HY
could rescue cells from deletion in the presence of male HY selfpeptide (Fig. 8). In contrast, the CD8 T cells from DTg males did
Ag. Comparing T cell development in the thymus of MoaHY and not proliferate upon stimulation with the gp33-41 peptide (Fig.
DTg male mice, we found that the presence of the second V
TCR transgene rescues a significant fraction of cells into the dou-
ble positive (DP) compartment (35). This allows the selection of A
cells co-expressing both &2 and low levels of HY-specific

—
=
=

VaT3.70 into the SP CD8 T cell compartment (35). At the pe- DTg 80 | T ] varsgor
riphery of the DTg males, we recovered significant numbers of _ ¥s 60 | ‘
MoaHY \ N v

CD8" T cells (12x 10°), of which the majority -80%) express
| B4 vortsao

two TCRa chains (Fig. 4). In contrast to DTg females (FigAl, ( 6" hosts)
single Va2*T3.70" cells are more abundant @Z0%) and

% of DTg cells
S

[
= (=]
T

Va2 T3.70" cells are rare £2%). A signficant fraction of the Py P
CD8*T3.70" cells are activated, i.e., they express intermediate or °© %zoo
high levels of CD44 (Fig. B).
We investigated the selection fithess and functional abilities of . .
dual-TCR-expressing CD8 T cells that developed in the presence B ] C \
of self-Ag in male DTg mice. For this purpose, we compared the DT. T
development and peripheral accumulation of dual- and single-re- & . | 5} = .
ceptor CD8 T cells in male chimeras co-injected with MoaHY E T T T
(Thyl1.1) and DTg (Thy1.2) BM cells mixed at a 50:50 ratio. We ’g | - DR
found that, among the DN, DP, and SP thymus compartments and g 10°+ D435 9 103
> in ? >
I3} %l —
A CD8* cells B 2 " Z Da3s s
2 g ° <10 —— :
37 el 0 7 14 21 28 35 gsmﬂ "l
:é, — mlgm Days after adoptive transfer _ V(x%]O .
o o Vo2* = — FIGURE 5. A, Male Rag2’~ host mice were irradiated and reconsti
- tuted with mixtures of BM cells from MoaHY and DTg male donor mice
pTz & o (ratio, 50:50). Eight weeks after reconstitution, the relative proportions of
& o vozr  f 2 T cells from the different donors were analyzed in the central and periph-
£ VaT3.70* §§ . i eral T cell compartments (results show the mearBD of six to eight
¢ Zwo ... mice). The relative proportion of each T cell subpopulation among cells
S e S - mz‘ S : P from DTg origin is shown for SP CD8 thymocytes and peripheral CD8
R VAT3.70" ,] | cells (dashed bars, &2°VaT3.70"; filled bars, \w2*VaT3.70°; open
— b8 — — VaT3.70 — 5 bars, w2~ VaT3.70%). B, LN cells from DTg male mice were transferred

into B6.CDZ '~ male (J) or female Q) hosts. Results show the kinetics
— CD#4 of the total number of donor Tg T cells recovered in the spleen and LN of

FIGURE 4. Peripheral T cellsin MoaHY and MoaHY.MoP14DTg male the host mice (meaft SD of three mice per time point{, Dot plots show

mice. A, Expression of CD8 (histograms) and o&¥ and WuT3.70 TCR the expression of ¥2 and WwT3.70 TCR transgenes by gated peripheral

transgenes by gated peripheral LN CD8 T cells (dot pl@&sExpression LN CD8 T cells from DTg male mice beforéap pane) and 35 days after

of CD44 among MoaHY, DTg ¥2"VaT3.70, Va2*VaT3.70", and transfer into female and male adoptive hosts. Note the increase in the

Va2 VaT3.70" LN CD8 T cells. fraction of single \&2"VaT3.70  cells in both types of recipient mice.
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FIGURE 6. In vitro stimulati € 2 100000 /! - S0 70T 102 167 o
. In vitro stimulation of T cells from =g , \} -
MoP14, MoaHY, and MoaHY.MoP14 DTg micé, E §~ / o 03
Spleen T cells from MoaHY female), MoaHY male ~ © & 500004 ,»% B DTg £ 44
(@), and DTg males@) were stimulated in cultures ‘” . % o g 8 i
with the Scmy3aHY TCR-specific peptide. Results 0l-p- == o doimate N
show the fH]thymidine incorporation at day 2 of R S . R 4 107107 10 10> 10
culture obtained in one typical experiment (mean of Scmy3 peptide (ug/ml) €De9
triplicate = SD). B, Peptide-activated (filled line) and
nonactivated (dotted line) cells were stained at 24 hfor  (C 200000 D o
the surface expression of the early activation marker ® 99
CD69. The percentage of CD6%ells is indicated in ) MoP14 ‘§ “
side each histogranC andD, The same analysis was o & 150000 4 A,,—}\ 3 15
performed for T cells from MoP14 mice\j and DTg g g ',é—" % =13 1 gy
males Q) using the gp33-41 P14 TCR-specific Ef;; 100000 - R-g Jen T
peptide. i ‘g é/ mm : >
3 § 50000 4 v DT/% % Ik
- '1 o] (&) N

= T .l T
1087167 162 10° 10%

S & PP — CD6Y ——

o0 o o o o
gp33-41 peptide (ug/ml)

6C). The fraction of T cells that up-regulate CD69 after gp33-41mice with the virus (N.L., unpublished observations). In the DTg
stimulation was reduced (Fig.D§ compared with T cells from  mice, the single %2~ T3.70" aHY-specific cells were susceptible
DTg females (data not shown). Overall, these results show thab the tolerogenic effects of excess Ag, because 7 days after trans-
CD8 T cells from DTg male mice, though functionally impaired, fer into male hosts, they became refractory and unable to prolif-
retain some functional capabilities in that they can expand in vivoerate upon in vitro stimulation (26). Later, in vivo, both dual
and proliferate in vitro when stimulated with high concentrationsVa2*T3.70" cells and \&@2"T3.70° non-HY-specific cells re

of the specific peptide. placed the “anergic” w2~ T3.70" cells (Fig. 3). Indeed, tolerant
MoaHY CD8 T cells have been shown to persist when alone (28)
Discussion (Fig. 3) but are rapidly substituted when in the presence of other

The role of dual-receptor T cells in autoimmune diseases depend®mpeting populations (26, 29). In contrast, the dual-receptor cells
on the ability of the dual-TCR cells to be positively selected in theexposed in vivo to an excess of male Ag, though still susceptible
thymus, to escape negative selection, to survive, and to remaitp the induction of tolerance, were not substituted and did not
functionally active in the peripheral T cell pools. We have deriveddisappear later after transfer. The fact that these tolerant dual-
aline of B6.Rag2’~ mice Tg for two complete TCRs, namely the TCRa cells persist and are not replaced may allow them to exert
a- and theB-chains of the anti-LCMV P14 TCR and of the anti- important regulatory functions in vivo (30).
male Ag aHY TCR (15, 20). We have reported that, in these DTg We have shown that the presence of a second TCR transgene
mice, most CD8 T cells express only the T@Rhain from  reduces the level of surface expression of the aHY-specific TCR,
the aHY transgene. By comparing the mRNA species for bothallowing the appearance of significant numbers of DP thymocytes
TCRg chains, we previously have shown that, in DTg T cells, theand SP TCR9'CD8" T cells in male DTg mice (35). In DTg
anti-LCMV TCRg chain transcripts were less abundant (35), sug-males, peripheral CD8cells express two ¥ chains, but in con
gesting that the earlier and higher expression of the aHY FCR trast to female DTg mice, the single T3:7@ells are rare and the
chain inhibits the late transcription of the anti-LCMV T@Rhain.  single V2" cells are more abundant. Overall, the presence of the
As a result of this process;80% of the peripheral CD8 T cells HY Ag leads to the counterselection of cells bearing high levels of
from the DTg mice express one TGRissociated with two TCR  the aHY-specific receptors in DTg mice. What functional roles do
chains. Therefore, these DTg mice provide a unique model fothe dual-receptor-expressing T cells, which develop in the pres-
studying the functional behavior of the dual-TERD8 T cells.  ence of self-Ag, play? We show that, although the presence of a
Here, we investigated the peripheral selection and competitive susecond TCR permits the development and emigration of mature
vival fitness of these dual-receptor CD8 T cells. CD8 T cells expressing a self-reactive TCR, these peripheral dual-
Exposure of mature naive DTg cells from female mice to thereceptor T cells are functionally tolerant. They express low levels
male HY Ag in vivo, i.e., after transfer into male hosts, resulted inof CD8 and of the aHY-specific TCR, and like CD8 T cells from
the selective expansion of both HY-specific single2vT3.70" Rag" aHY Tg and MoaHY males, proliferate poorly to high doses
and dual \&2*T3.70" cells. The immune response of single of ligand (15, 26, 28) and up-regulate CD69 expression, mimick-
Va2 T3.70°, however, was more efficient, as indicated by their ing partial agonistic responses (31). In vivo exposure of DTg cells
faster rate of expansion. Thus, the lower surface expression of thitom male mice to the HY Ag, i.e., after transfer into male hosts,
aHY-specific TCR may decrease the overall T cell avidity to theresults in a limited increase in the number of DTg cells. Despite the
HY Ag and render the dual &27T3.70" cells less efficient re  increased expression of the P14 Tg€Rhain, the dual-receptor
sponders (27). A similar expansion of single LCMV-specific CD8 cells from male mice are unable to proliferate to the LCMV
Va2"T3.70" cells was observed upon immunization of the DTg gp33-41 peptide. A significant fraction of the dual-receptor cells
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from male mice, however, express the activation/memory CD44timuli. The ensemble of these characteristics may contribute to a
marker and produce-IFN (data not shown) and IL-10 mRNAs decrease in the autoimmune hazard that dual-receptor cells could
(30), suggesting that these tolerant cells are not fully anergic angepresent in normal physiological conditions.

may have important regulatory functions. These findings support
the notion that tolerance induction, rather than a state of complete

functional “anergy” (20), represents a change in the f”nCtionalACknOWIedgmentS
behavior of the cell (30), which may be due to changes in theWe thank Dr. B. Rocha for criticism and suggestions and J. Di Santo and L.

thresholds of cell activation.

Using a competitive repopulation strategy, we directly accessed
the accumulation of dual- and single-receptor CD8 T cells in the
peripheral pools of different BM chimeras. When alone, T cells
from DTg and single transgenic donors show similar behavior amf\l)
generate peripheral pools of similar size. When mixed in the same
host, CD8 T cells colonized the peripheral pools, following a hi-
erarchy in which MoP14> MoaHY = DTg cells. In these exper-
iments, the advantage of the P14 cells may be due to their ability
to recognize cross-reactive Ags present at the periphery but abse
in the thymus. Indeed, after transfer into syngeneic T cell-deficient
hosts, the P14 CD8 T cells express CD4hd expand moderately
(32). In agreement with these observations, we found that, in4.
mixed DTg vs MoaHY chimeras, the fraction of single
Va2 T3.70 cells increases in the peripheral pool, again suggest
ing a broader reactivity of the cells expressing the2VTCR. We
must mention that, in the mixed DTg vs P14 chimeras, the fraction5.
of the same 42*T3.70" of DTg origin decreases. In these ¢chi
meras, it is possible that thead2*T3.70" cells of DTg origin are
out-competed by the ¥2* cells of P14 origin. Thus, CD8 T cells
expressing the P14 B8.1'Va2* TCR are more fit than
VB8.2"Va2"-expressing cells from the DTg donors, and they 7.
both out-compete the aHY-speciV38.2"VaT3.70" cells. These
results suggest that fine TCR specificity and/or promiscuity may be
determinant for the peripheral survival and accumulation of CD8 T
cells. They also indicate that dilution of each specific TCR may
reduce the survival fitness of the dual-TCR CD8 T cells, favoring 9.
the occupation of peripheral pools by single-receptor T cells. Lym-
phocyte competition for survival signals is likely part of the ho-
meostatic processes that regulate the peripheral T cell pool size
(33, 34). Comparing peripheral CD8 T cells in male MoaHY and
DTg mice, we found that, in contrast to MoaHY males where11.
TCR™CD8 (DN) cells represent 60% of the peripheral TCR
cell pool (15), in DTg male mice most peripheral TCRells are
CD8"*. These results suggest that an optimal level of signal is
required to ensure peripheral T cell survival. Successful survivals
may reflect a process of “adaptation” of lymphocyte populations to
the host environment. Thus, according to the antigenic environ-
ment, surviving T cell populations express the correct levels of*
TCR and coreceptors; i.e., low TCR and CD8 levels compensate
for an excess of ligand, high TCR expression for the lack of CD8;5.
coreceptors, etc.

In normal mice, TCR inclusion occurs in 30% of T cells,
which may represent an autoimmune hazard. Using double-TCR®
Tg mice, we characterized the functional behavior of dual-receptog
CD8 T cells. Naive dual-receptor cells, which develop in absence
of self-Ag, respond to Ag immunization, though less efficiently
than single-receptor T cells. The naive dual-receptor cells remains.
sensitive to induction of peripheral tolerance after exposure to high
levels of self-Ag. However, the tolerant dual-receptor cells aret®
more resistant to in vivo replacement by nonspecific T cell popu-
lations than single-receptor cells. They persist and, therefore, mayp.
exert important regulatory functions in vivo. We found that the
presence of a second TCR allows a significant number of dual-
receptor CD8 T cells expressing a self-reactive receptor to escape:
central deletion by self-Ag. These nondeleted cells migrate to the
peripheral pools but are not fully competent to respond to cognate

2.

12.

Ferradini for reviewing the manuscript.
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IV. ADAPTATION DES CELLULES T SPECIFIQUES LORS DE L ETABLISSEMENT
D’ UNE INFECTION VIRALE CHRONIQUE

Nous avons étendu notre étude de l'adaptation des cellules T en examinant la réponse
immunitaire des souris MoP14 lors d'une infection par le LCMV. Cette situation est
particuliere, car tous les lymphocytes de ces animaux sont des cellules Tsgda#iques

d’un épitope du virus.

Dutant la phase aiglie de l'infection, c’est-a-dire la premiére semaine, les cellules @e3D8
souris MoP14 sont activées et proliferent fortement. Des cellules effectrices cytotoxiques sont
générées puis recrutées aux sites d’infection. Ainsi, l'inoculation du virus par voie intra-
cranienne est létale en moins d’'une semaine, et I'inoculation dans la volte plantaire induit une
réaction inflammatoire locale qui culmine a 7 jours. La réponse primaire des souris MoP14
est donc comparable a celle d’animaux possédant des compartiments® TetCB4ntacts.
Toutefois, la réponse primaire ne parvient pas a éliminer le virus et les souris MoP14
infectées deviennent porteuses chroniques du virus. De maniére intéressante, ce sont
exclusivement des variants du virus, mutés uniquement pour I'épitope gp33-41, qui sont
trouvés dans les souris porteuses. Tastédtro, les épitopes mutés donnent une gamme de
comportement allant de I'agoniste partiel a aucune stimulation des cellules TegBnant

le TCR P14.

Parallelement a I'établissement de l'infection chronique, les cellules T" @BS souris

MoP14 perdent progressivement leur capacité a monter une réponse cytotoxique et a
proliférer, mais elles maintiennent en partie leur production ¢JIFEh conséquence,
l'inoculation intra-cranienne du virus n’induit plus la mort des animaux aprés I'établissement
de l'infection chronique. Toutefois, de nombreuses cellules T'"GB8naintiennent dans les
souris MoP14 infectées chroniguement par le LCMV. Elles possédent un phénotype activé
(CD44" CD62L°"), avec notamment une forte proportion de cellules CD&rtte
observation est intéressante car ce marqueur est connu pour étre exprimé précocément a la
surface des lymphocytes T apres activation.

En somme, les cellules T CD8pécifiques du LCMV s’adaptent a I'omniprésence du virus,
alors que le virus s’adapte via des mutants d’échappement. Ce processus de co-adaptation
permet la survie a la fois de la population virale et de I'h6te infecté, grace a I'établissement
d'un nouvel équilibre dans I'organisme. De plus, nos résultats suggérent que les variants

viraux possedent un réle important dans la maintenance des cello[@<D8" spécifiques
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dans un état d’anergie, sans doute via la stimulation chronique permise par les épitopes
agissant comme agonistes partiels. Enfin, nos données renforcent 'idée selon laquelle il est
essentiel que I'organisme développe de multiples stratégies de défense pour combattre les
infections. Ainsi, en mettant en place les réponses T cytotoxiques, T auxiliaires et anticorps,

le systeme immunitaire assure son maintien en réduisant la probabilité de devoir s’adapter a

I'établissement d’une infection chronique.
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Abstract

We studied the anti-LCMV immune response in mice carrying a single
monoclonal population of CD8" T lymphocytes expressing a TCRof3 transgene
specific for the gp33-41 peptide of the LCMV glycoprotein. We found that in the
absence of both CD4" T cell help and B cells, during the acute phase of infection,
virus specific T cells expand, CTLs responses are generated, and the effector CD8" T
cells are correctly recruited into the sites of infection. This early response fails,
however, to clear the infection and the mice became virus carriers. Persistent viruses
were variants bearing mutations in the gp33-41 epitope recognized by the cytotoxic
CD8" T cells. These mutants were either poorly recognized or induced a partial
agonist sustained stimulation of the virus-specific cells, which resulted in the
progressive loss of the cytotoxic responses and the maintenance of the capacity to
produce IFN-y. Consequently, the chronically infected MoP14 mice do not die after
the intra-cerebral virus inoculation but maintain DTH responses to secondary LCMV
challenge. Our findings show that LCMV specific peripheral CD8" T cells persist but
adapt to the chronic viral infection. This process of mutual co-adaptation allows the
survival of both host and virus and results in a state of co-existence between virus

and virus specific T cells with no pathological consequences for the carrier organism.



Introduction

The mechanisms involved in the generation of efficient/protective T cell
responses to viral infections are not yet fully understood. Several parameters, as the
immunization vector, antigen dose, route of inoculation or cytokine environment, are
known to influence the fate of an immune response and the establishment of
immunological memory (1,2). Lymphocyte sub-populations, namely B cells, CD4"
helper and CD8" cytotoxic T cells play variable roles depending on the invading
pathogen. It is however clear that the CD8" T lymphocytes play a major role in the
defense against viral infections (3).

The relative role of B and T helper cells in the control of viral infections has
been studied in the mouse using LCMV as a model (4,5). Antibodies have been
shown to play a determining role in the maintenance of T cell memory by the
sequestration of antigen on follicular dendritic cells (6,7). Contradictory results have,
however, been reported concerning the generation of T cell memory after LCMV
infection of B cell deficient (l,,;”") mice (8,9). Thus, Asano et al. have reported that
cytolytic (CTL) memory, as assessed by the frequency of virus-specific CTL or
protective immunity, does not decline in the absence of B cells (8). In contrast,
Thomsen et al. have shown that in B cell deficient mice, antibodies and/or B cells are
required for permanent virus clearance (9). These differences could be explained by
the divergent tropism of the LCMV strains used (8,9). The requirements for T cell
help have also been studied upon LCMYV infection of mice either after the in vivo
depletion of CD4" T cells using anti-CD4 therapy (10), or in CD4”" or MHC class II-
deficient mice (11,12). In the absence of CD4" T cell help, generation of CD8"
cytotoxic T cells still occurs during primary response after LCMV infection, but the
magnitude and maintenance of the CTL response are both reduced (10). When CD4”

mice are infected with high doses of LCMV, the virus-specific CD8" CTLs disappear



(13), the mice are not able to clear viremia and become life-long virus carriers (14,15).
On the contrary, when CD4 /- mice are infected with a low dose of virus, the initial
CD8" CTL response is sufficient to clear the virus during the early phases of
replication and secondary cytotoxic T cell responses are kept for at least 5 months
(13). Other groups have reported that the generation of long-term CDS8" T cell
memory is impaired in CD4”" mice (16) and MHC class II”" (9), allowing a late virus
outspread. Again, the different tropism of the several viral strains used in these
studies may be responsible for the discrepancy between these observations.

In the present study, we evaluate the anti-viral CD8" T cell responses that can
be generated in the absence of both CD4" T cell help and B cells. For this purpose, we
used mice transgenic for the LCMV-specific P14 TCR (17) crossed on a B6.Rag2”
background. These monoclonal P14 animals were infected with the WE strain of
LCMYV and the behavior of a single population of virus specific CD8" T cells was

analyzed throughout the infection.



Methods

Mice and peptides. Mice transgenic for the P14 TCR (Va2 V[(38.1) (17,18)
specific for the gp33-41 epitope (19) of the LCMV glycoprotein were crossed with
B6.Rag2”" mice (20). These monoclonal P14 mice (MoP14) were bred at the CDTA-
CNRS (Orléans, France). Non monoclonal P14 mice were used as controls. Infected
animals were maintained in sterile negative air boxes throughout the experiments.
Wild-type and variant gp33-41 LCMV peptides were synthesized by Neosystem
(Strasbourg, France) and were >95% pure: WT (KAVYNFATM), V35-A
(KAAYNFATM), V35->L (KALYNFATM), A34-T (KIVYNFATM), Y36—>C
(KAVCNFATM), Y36~ F (KAVENFATM).

Virus and inoculation procedures. Virus titers of the LCMV-WE strain,
produced on L1929 cells, were determined using an in situ enzyme-linked
immunospot assay (ELISPOT) (21,22) Mice were inoculated into the left hind
footpad with 30ul (10°° IF) of LCMV-WE and delayed type hypersensitivity (DTH)
was monitored using a gauge caliper from day 0 to day 21 after each infection.
Secondary challenges were performed 35 days after by intra footpad injection of 30ul
containing 10"° IF LCMV. Results are expressed as the daily difference, in 1/100mm,
between the infected left hind footpad and the right non-infected one. The capacity of

MoP14 mice to develop acute meningitis was studied after the intra-cerebral

inoculation of 30ul with 30 to 300 IF of LCMV-WE virus. Mice were observed daily
from the second day of infection.

Flow Cytometry analysis. Cell suspensions were stained with the following
monoclonal antibodies: anti-CD8a (53-6.7), anti-Va2 (B20.1), anti-CD3¢ (45-2C11),
anti-CD69 (H1.2F3), anti-CD25 (PC61) from Pharmingen, and anti-CD44 (IM781),

anti-CD62L (MEL14) from Caltag. APC-, TRI-Color- (Caltag) or PerCP-coupled



(Becton Dickinson) streptavidin was used as a second step reagent with biotin-
coupled antibodies. All washings and reagent dilutions were done with BSS
containing 2% fetal calf serum (FCS) and 0.2% NaN,, and each step of staining was
done at 4°C in the dark for 20 minutes. Before acquisition, cells were fixed in BSS 2%
paraformaldehyde for 20 minutes. Dead cells were excluded according to their light-
scattering characteristics. All acquisitions were done with a FACScalibur (Becton
Dickinson) interfaced to the Macintosh CellQuest software. Electronic cell sorting
was done with a FACStar® (Becton Dickinson) and the purity of sorted cells was
>95%.

Enzyme-linked Immunospot assay for IFN-y-secreting cells. The Enzyme-
linked Immunospot (ELISPOT) assays were performed as described (23). In brief, 96-

well filtration plates (Multiscreen filtration system, Millipore) were coated with rat

anti-mouse IFN-y antibodies (R4-6A2, Pharmingen) and the responder cells were
added into the wells together with 5x10° y-irradiated syngeneic feeder cells. Cells
were incubated 36 hours either in the presence or absence of 0,1ug/ml gp33-41 WT
peptide. After culture, the plates were washed and incubated (overnight at 4°C or 2h
at 37°C) with biotinylated anti-mouse IFN-y antibody (XMG 1.2, Pharmingen). After
adding peroxydase labeled streptavidin (Sigma), spots were revealed using freshly
prepared substrate buffer (0,03% 3-amino-9-ethyl-carbazolone, 0,015% H,O, in
100mM sodium acetate, pH5) and counted.

CTL activity analysis. Direct ex-vivo CTL activity was tested at days 4 (acute
phase of the infection), 35 and 80 after if.p. infection with 10° IF of LCMV-WE.
Detection of the LCMV-specific CTL precursor cells (secondary CTLs assay) was
performed after stimulation of the spleen cells as described (24). In brief, cells (2.5x10’

cells per 10 ml) from infected mice were co-cultured with 2.5x10’ syngeneic non-

infected irradiated spleen cells pulsed with 1uM gp33-41 WT peptide (Neosystem)



for 4 days. These cultures were tested for the presence of CTLp. Cytotoxicity assays
were performed by incubating effector cells (direct ex vivo or secondary CTLs) with
'Cr (NEN) radio-labeled MC57 (H-2") target cells coated or non-coated with the
gp33-41 peptide for 4h. The percentage of specific lysis was calculated as follows:
(experimental cpm - spontaneous cpm release)/(total cpm - spontaneous cpm
release) x 100. Background (medium) was less than 15% of maximal release.

Virus detection and sequencing. The presence of LCMYV virus in infected mice
was assessed 35 or 80 days post-infection. Virus titers in the urine and kidneys of
infected mice were determined using an in situ enzyme-linked immunospot assay
(ELISPOT) (21,22). Alternatively, the presence of virus was also evaluated by RT-
PCR. Kidneys were harvested, frozen at -80°C before disrupting in HBSS. Total RNA
was extracted using TRIzol® (GibcoBRL). RT-PCR was performed using the already
defined downstream (GPC11) and upstream (GPC4) primers (25). Controls consisted
in mix, and cDNA from negative and positive kidneys. RT-PCR products from
individual mice were cloned using the Topo Cloning Kit (Invitrogen) and were
subsequently sequenced (Genome Express) using the GPC4 primer.

In vitro proliferation assay. Spleen cells from Tg mice were incubated in 96-
wells plates (10° cells/well) at 37°C 5% CO, in a final volume of 200pl in complete
RPMI 1640 (GibcoBRL) medium supplemented with 10% FCS (Boehringer). Cells
were stimulated in vitro with Concanavalin A (2.5ug/ml, Sigma), gp33-41 peptide
(WT or variants, 10ng/ml to 2.5pg/ml, Neosystem), or with coating anti-CD3¢
antibodies (145-2C11, 260ng/ml to 5ug/ml, Pharmingen). Cultures were set up in

triplicates. After 1 to 4 days of culture, cells were pulsed overnight with 0.5uCi per

well of *H-thymidine (ICN Pharmaceuticals Inc.) before harvesting and counting

(1205 Betaplate, LKB Wallac).



Results

Primary immune responses of monoclonal P14 mice to LCMYV infection. TCR
transgenic (Tg) P14 mice (17,18)were crossed with Rag2-deficient mice (20) to obtain
monoclonal mice (MoP14). In the resulting MoP14 mice all lymphocytes are naive
CD8" T cells expressing the P14 TCR (fig. 1) specific for the peptide gp33-41 of the
LCMV glycoprotein (19). The numbers of virus specific CD8" cells recovered from the
peripheral pool of the MoP14 mice were around 8.10°, while in Rag'P14 mice they
were around 15.10°. We investigated the immune response of MoP14 mice upon
LCMV-WE infection. The intra-cerebral (i.c.) inoculation of a low dose of LCMV (30
to 300 infectious foci - IF) killed all mice 5 to 6 days after infection (table 1) both in
non-transgenic and P14 transgenic mice (19,26) This is due to the activation and site-
specific recruitment of anti-LCMV T cells that induce a lethal immune-pathological
disease in the central nervous system (27). In fact, we found that a relatively low
number of LCMV specific T cells from MoP14 animals sufficed to induce a fatal
outcome. The intravenous (i.v.) transfer of 10° MoP14 transgenic T cells together with
10*' IF of LCMV into Rag2”" adoptive hosts, kills all recipient mice within 7 days
(table 1) with evident signs of meningitis. The fatal outcome was independent of the
presence or absence of co-transferred purified CD4" T cells from C57Bl/6 donors (not
shown). These experiments confirm that during the first steps of primary intra-
cerebral LCMV infection effector CD8" T cells do not need any CD4" T cell help to
induce lethal meningitis (10,12)

We studied the response of MoP14 mice upon intra-footpad (i.f.p.) inoculation
of 4000 IF of LCMV-WE. This route of infection is not lethal and the kinetics of the
local immune response can be easily followed. Footpad swelling was monitored and

compared in infected P14 and MoP14 mice (fig. 2). We found that the kinetics and the
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amplitude of the primary delayed type hypersensitivity (DTH) responses were
identical in P14 and MoP14 mice, with a peak of swelling around day 4 after
infection. In summary, these results indicate that in the absence of CD4" T cell help
and antibody responses a single population of virus specific CD8" T cells is able to
mount primary responses against LCMV.

Infected monoclonal P14 mice show modified secondary responses.

One month (day 35) after primary i.f.p. infection, mice were challenged in the
footpad with a lower dose of LCMV-WE (40 IF). As observed during the course of
the primary response, the kinetics of footpad swelling and secondary DTH responses
was similar in P14 and MoP14 mice (fig. 2). The maximal DTH response was
observed sooner (day 1) and its amplitude was less important than the one observed
during primary response. However, we found that when the primarily i.f.p. infected
MoP14 mice were challenged intra-cerebral at day 80 after infection, all mice
survived (table 1), while all P14 mice died in the same conditions. Survival of these
MoP14 mice suggested that their T cell responses were modified during the primary
infection leading to the absence of the lethal immune-pathology usually seen after
primary intra-cerebral LCMYV inoculation. To confirm this hypothesis we studied the
fate of the virus specific T cells during LCMYV infection in the MoP14 mice.

Early after infection, in the initial phases of the antiviral response, LCMV-
specific CD8" T cells expanded similarly in P14 and MoP14 animals. Four days after
the inoculation of 10° IF of LCMV we recovered about 35.10° CD8*Va2* T cells in the
spleen of both MoP14 and P14 mice. Later after infection, in infected MoP14 animals,
the number of peripheral CD8" TCR™ T cells decreased to reach values that were
lower than in age-matched non-infected naive MoP14 mice (table 2). The total
number of thymus cells was also diminished when compared to age-matched naive

MoP14 animals (table 2). All cellular compartments (double negative, double positive
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and single positive) of the thymus were equally affected (not shown). The vast
majority of the remaining peripheral MoP14 CD8" virus-specific T cells exhibited an
activated phenotype, i.e. they expressed high levels of CD44 and down regulated
surface expression of CD62L (Fig. 3) as in P14 mice. Moreover, at days 35 and 80, a
significant fraction of the MoP14 T cells expressed the early activation marker CD69
(Fig. 3), suggesting that these cells may be under continuous stimulation. In
summary, after LCMV infection of MoP14 mice, the population of virus-specific
CD8" T cells initially expands to decrease thereafter to numbers that are lower than
those present in naive non-infected mice. These findings indicate that in absence of T
cell help and B cells, virus infection results in the deletion of a fraction of virus-
specific CD8" T cells both in the peripheral T cell pool and in the thymus.

LCMV-infected MoP14 mice become virus carriers.

Several observations indicate that in the MoP14 mice, despite the presence of a
detectable primary immune response, the virus was not cleared. Firstly, MoP14 mice
resisted a lethal intra-cerebral LCMV challenge and showed decreased numbers of
virus-specific CD8" T cells. Secondly, late in the course of the LCMYV infection, the
remaining virus specific CD8" T cells in MoP14 mice express CD69 an early
activation marker. To test for viral persistence, MoP14 mice were tested 35 or 80 days
after primary infection for the presence of viral particles and viral RNA. We found
that the kidneys of all tested MoP14 mice were positive for the presence of significant
numbers of viral particles (10°-10" IF/ml of urine and 10°-10* IF/ml of kidney culture)
and viral RNA. In contrast, all P14 mice tested were negative for both viral particles
and LCMV RNA (not shown). In rare cases LCMV escape primary immune
responses and by the selection of virus mutants resistant to either cytotoxic T cells or
neutralizing antibodies, establishes persistent infections (19,28). We sequenced the
LCMV glycoprotein cDNA in virus isolates from the chronically infected MoP14

mice. All persistent viruses are mutant variants, which selectively mutated the gp33-
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41 epitope recognized by the monoclonal CD8" T cells, mainly at amino-acid
positions 34, 35 and 36 (table 3). We tested the in vitro capacity of the most frequent
mutant epitopes to be recognized and to activate naive MoP14 CD8" Tg T cells (Fig.
4). Virus variants (A34—T, Y36—=>C and Y36—F) did not induce T cell proliferation
and induced a poor or no increased CD69 expression, that is, they either were not
seen or were poorly recognized by the MoP14 CD8" T cells. The V35—~ A and V35—>L
peptide variants behaved like partial agonists: compared to the wild-type (WT)
peptide they fail to induced strong T cell proliferation (Fig. 4A), but induced partial
down-regulation of the TCR and a strong expression of CD69 (Fig. 4B) as the WT
peptide. These latter peptides also induced an increased expression of CD44 and a
down regulation of CD62L similar to that induced by the WT peptide (not shown).

We concluded that in MoP14 mice virus specific CD8" T cells alone were not
able to rapidly eliminate the infecting virus from the organism. This allowed the
emergence of new virus variants carrying mutations in the gp33-41 epitope, which
either are poorly recognized by the LCMV-specific Tg TCR or behave like partial
agonists failing to elicit effective cytolytic responses (29).

Functional capacities of T cells from infected MoP14 mice.

The survival of the carrier MoP14 mice upon a secondary intra-cerebral
challenge with wild-type (WT) LCMV WE could be due to the reduction in the
number and/or the functional inactivation of remaining virus specific T cells. We
studied both proliferation and effector functions after cognate TCR stimulation of the
CD8" T cells in MoP14 and P14 mice following LCMV infection. We assessed
cytolytic CD8" T cell function by studying ex-vivo the presence of cytolytic T cells
(CTLs) and the capacity to generate in vitro anti-viral CTL responses (CTLp) in P14
and MoP14 mice. As expected, naive MoP14 and P14 animals did not show direct ex-

vivo CTL activity (fig. 5A). At the peak of the primary response, the ex-vivo CTL
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activity was identical in both groups of mice, =55% specific lysis at effector/target

ratio of 100/1. Thereafter, in the MoP14 mice this cytolytic activity decreased (fig.
5A) and became undetectable at day 80 after infection. In contrast, in P14 mice the ex-

vivo CTL activity persisted later after virus clearance (=15% specific lysis at day 35

and 80). We next compared the in vitro CTLp responses in MoP14 and P14 mice at
days 35 and 80 after LCMV injection. We found that after in vitro stimulation with the
gp33-41 peptide, spleen T cells from MoP14 mice did not develop any CTLp activity
while T cells from P14 mice did develop normal CTLp activity (fig. 5B). T cell
proliferation was tested after TCR mediated in vitro stimulation with different doses
of peptide or anti-CD3 antibodies. In vitro peptide stimulation induced weaker T cell
responses in cells from P14 mice than from MoP14 mice, as expected since in the
latter mice we are dealing with a single population antigen specific T cells. At day 80
post-infection, we found that the response of the CD8" T cells from P14 mice to anti-
CD3 was kept and the peptide response was present at about 25-30% of the response
observed with CD8" T cells from naive P14 mice. In contrast, late after infection, CD8"
T cells from MoP14 mice completely failed to proliferate after in wvitro cognate
stimulation independently of the gp33-41 peptide or anti-CD3 antibody
concentration (Fig. 5C). These findings indicate that in carrier MoP14 mice, virus-
specific CD8" T cell are functionally impaired as they show poor proliferative
capacity and reduced cytolytic function upon cognate TCR-stimulation.

We also studied IFN-y production by CD8" T cells from the different groups of
mice during the course of the infection. After in vitro stimulation for short time
periods with the specific peptide gp33-41 (23), IFN-y producing cells were evaluated
by ELISPOT and the results reported as a fraction of the LCMV-specific CD8" T cells

(fig. 5D). In the absence of in vitro stimulation, P14 and MoP14 T cells from naive or

infected animals did not produce detectable levels of IFN-y (not shown). In vitro
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stimulation of T cells from naive animals did not induce IFN-y production. In
contrast, a significant number of T cells from infected P14 and MoP14 animals
produced IFN-y after in vitro peptide stimulation (fig. 5D). In the P14 mice, the
fraction of IFN-y producing cells reached 11% of spleen virus-specific T cells in
agreement with previous publications (30,31). Thus, late after LCMYV infection, when
tested in the same experimental conditions i.e. upon in vitro exposure to specific
peptide, virus specific CD8" T cells from MoP14 mice lost CTLp activity but retained
IFN-y production capacity. The fraction of IFN-y producing cells in MoP14 mice (4 to
6%) was kept constant from day 4 to day 80 and was comparable to that previously
observed among virus specific T cell populations of immunized mice (30,31).
However, since T cell numbers decreased in the peripheral organs, the absolute
number of CD8" IFN-y producing T cells in the MoP14 mice was lower than in
immune P14 animals. In summary, in virus carrier mice, a single population of virus
specific CD8" T cells can persist in the presence of the virus, but shows impaired

proliferation and cytotoxic functions, while retaining the IFN-y production capacity.
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Discussion

In this study, we generated MoP14 mice in which all CD8" T cells express the
P14 TCR Tg (17,18)specific for the LCMV glycoprotein gp33-41 epitope. This mouse
model permits to study how an organism can cope with a monoclonal population of
virus specific CD8" T cells in the absence of T cell help and B cells both during the
initial phase of infection and later after a new antigenic challenge. We found that in
MoP14 mice, in the absence of T cell help and B cells, during the acute phase of the
infection, virus specific T cells expanded (day 4), CTLs responses were generated,
and the effector CD8" T cells were correctly recruited to the sites of infection. Thus,
all MoP14 as well as Rag2" P14 mice died within 5-6 days after the intra-cerebral
inoculation of LCMV due to lethal immune-pathology and develop local DTH
reactions after the intra-footpad injection of LCMV. T cell help and antibody
responses are, therefore, not required for the initiation and recruitment of CD8" T cell
effector functions early after infection.

We found, however, that after i.f.p. viral infection the MoP14 mice, in contrast
to Rag'P14 mice, failed to clear the virus and became virus carriers. Virus isolates
from carrier MoP14 mice revealed that persistent LCMV escape immune elimination
by adapting to the immune response through the mutation of the gp33-41 epitope
recognized by the population of cytotoxic CD8" T cells. In the chronically infected
MoP14 hosts, we isolate 8 different variants for the relevant gp-33-41 epitope, mostly
concentrated at the amino-acid positions 34, 35 and 36 of the epitope, some of which
(V35->A, V35—=L, Y36—F) had already been isolated in other experimental systems
(19,29). Whereas the epitope variants generated after mutation at positions 34 or 36,
were poorly recognized by the Tg CD8" T cells (A34->T, Y36=>C, Y36—F), the
mutation of the *Valine gives rise to variants with a partial agonist behavior

(V35> A, V35-L). This was probably due to changes in the affinity of the mutant
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peptides for the H-2D" molecule or the P14 TCR. The crystal resolution of gp33-
41/H-2DP" structure shows that the amino-acid residues 34 and 35 are deeply buried
in the MHC groove, whereas amino-acid 36 is exposed in the outside and must
interact directly with the TCR (32). Measurements of the K, dissociation constant
showed a decrease in the avidity of the TCR interaction with the gp33-41/H-2D"
complex when using peptide variants V35=L (264uM) and Y36—=>F (681uM), as

compared with the commonly used epitope KAVYNFATM (6uM) (32). Similar

results were obtained using the V35-L variant in competition assays (29). It is
important to note that previous studies have shown a complete absence of P14 cells
cytotoxic activity against target cells coated with these peptide variants (19,29).
Variants V35 2>A, V35->L behave, however, as partial agonist peptides and were able
to induce the expression of an activation phenotype and a poor T cell proliferation.
What happens to the virus-specific CD8" T cells in the MoP14 LCMV carrier
mice? We found that when the carrier MoP14 mice were re-challenged with an intra-
cerebral inoculation of WT LCMYV, all mice survived (table 1). This observation
suggests that T cell responses in carrier MoP14 mice were modified. Indeed, after the
initial phase of expansion the numbers of virus specific CD8" T cells decreased to
values lower than those present in non-infected naive mice. It was previously shown
that the presence of very high doses of LCMV antigen induce strong antiviral CD8"
cytotoxic T cell response, which are followed by death of all virus specific T cells and
virus persistence (14). The absence of either T cell help (13,16) or an antibody
response (9) also facilitated the establishment of an LCMV carrier state and favored
elimination of virus specific CD8" T cells, due to the absence of T/B cell help per se or
to disruption of lymphoid microarchitecture (33). Recent observations with a P14
TCR" cells transfer system into chronically infected hosts clearly showed that CD8" T

cells can clear the LCMV infection rapidly when they are co-transferred with B and
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CD4" T cells and that B and CD4" T cells are necessary to prevent exhaustion of naive
CD8" T cells (34). In agreement, when antiviral cytotoxic memory CD8" T cells are
transferred alone into immune deficient mice persistently infected with LCMV, they
disappear within a few days (35). It was also shown that in these conditions the rare
persisting virus specific CD8" T cells were exhausted or functionally impaired, i.e.
anergic (31,35). In fact, it is claimed that viral carrier state is always associated with T
cell exhaustion (14) or loss of effector functions (31). We showed that the deletion of
virus specific CD8" T cells in MoP14 mice was never complete and that significant
numbers of virus specific CD8" T cells co-exist with a virus carrier state. The co-
existing CD8" T cells are impaired as they are refractory to proliferate or to induce
target cytolysis after in vitro cognate stimulation, but retain other effector functions
like INFy production.

In MoP14 mice persistently infected with different LCMV variants, what
mechanisms maintain the functional impairment of the remaining virus specific
CD8" T cells? In vitro stimulation of CD8" T cells from naive MoP14 mice with some
of the variant peptides expressed by persistent virus induced increased expression of
CD69 and poor proliferative T cell responses. Virus specific CD8" T cells in the carrier
mice showed signs of sustained activation and expressed high levels of CD69. The
presence of virus variants expressing peptides that induce partial agonist in vitro
responses is likely to maintain a state of chronic stimulation responsible for a state of
partial anergy of the virus-specific CD8" T cells. It was recently shown that low
avidity engagement of TCR by low densities of agonist peptides induces memory T
cell anergy (36). Memory T cells show a lower threshold of activation (37) that may
facilitate anergy induction by partial agonists. The state of anergy of the CD8" T cells

is not complete as they kept the capacity to produce IFN-y. Carrier MoP14 mice

retained a DTH inflammatory reaction after secondary LCMV challenge similar to
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that of P14 mice that cleared infection. “Anergic” T cells may exert important
regulatory functions through the secretion of IFN-y (38,39). IFN-y is known to play an
important role in the control of intracellular infection (3). Elimination of LCMYV is

delayed in YIFNR”" mice suggesting that IFN-y plays a role in the control of viremia

and virus dissemination (40,41) probably by repressing virus replication (42). The
contribution of non-cytolytic mechanisms, in particular the role of cytokines, in the
control of viral infections is well characterized (43). It may both control viral spread
to vital organs and/or prevent their destruction by cytolytic responses. In carrier
MoP14 mice long term IFN-y production by CD8" T cells could also represent a way
to control the viremia at an acceptable level to avoid deletion of all CD8" T cells from
the lymphoid compartments without the potential deleterious effects of cytotoxic
responses (43,44). In overall the present results indicate that in situations when CD4"
T cell help and consequently antibody production are compromised, as is the case of
HIV infections, immune responses may evolve to a situation of chronic infection and
co-existence of virus specific CD8" T cells. Recent studies of chronic HIV infection in
humans reported that virus-specific CD8" T cell clones show reduced cytolytic

functions, but are still able to produce several cytokines ex vivo including IFN-y (45).

These may well represent the result of chronic stimulation of the virus-specific T cells
by mutated virus variants. Thus, the present study suggests an important role for
virus mutants in the maintenance of T cell anergy.

In summary, after a viral infection, virus self-replication and tropism implicate
that the quantity of antigen and its localization evolve during the course of the
infection. Starting with a limited amount of replicating virus particles, the levels of
available antigen rapidly accumulate. The fate of anti-viral T cells is therefore
influenced by the efficiency of the initial control of virus outspread. In LCMV

infected MoP14 mice, because of the lack of T cell help or antibody responses, the
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early immune response fails to clear rapidly the virus and allows the establishment
of a chronic carrier state (13-15) by LCMV escape variants. Some of the mutants
express partial agonist peptides that maintain chronic low stimulation of the virus
specific CD8" T cells. In these carrier mice, peripheral T cells adapt to the chronic
infection and adjust their behavior. The process of lymphocyte adaptation results in
the progressive loss of proliferative and cytotoxic capacities. The adapted T cells shift
to produce only IFN-y, which may further contribute to regulate immune responses
and control viral replication. Virus specific T cells and persistent mutant virus reach
new steady state equilibrium. Our results suggest the establishment of a state of co-
adaptation between the virus and the host’s immune system with no pathological
consequences to the host allowing the survival of both virus and lymphocytes. Our
tindings reinforce the idea that in order to prevail and eliminate fast replicating viral
infections, the organism has to develop multiple strategies of defense, namely
cytotoxic, T cell help and antibody responses, that strongly reduce the probability of

establishment of viral escape mutants and of T cell adaptation.
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LCMYV, lymphocytic choriomeningitis virus
CTL, cytolytic T lymphocyte

DTH, delayed type hypersensitivity

Tg, transgenic

CTLp, CTL precursor

MFI, mean fluorescence intensity
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Figure legends

Figure 1: Spleen T cells from P14 and MoP14 mice. FACS profiles show the
proportion of Va2* CD8" cells among spleen cells from representative P14 (left panel)
and MoP14 (right panel) mice. All of these cells are VB38.1". The percentage of Va2*
CD8" T cells is indicated in each dot plot.

Figure 2: Delayed type hypersensitivity after intra footpad LCMV infection of
P14 and MoP14 mice. P14 (open squares) and MoP14 (open diamonds) mice were
infected i.f.p. with LCMV-WE at day 0 (first arrow, 4000 IF) and received a secondary
i.f.p. injection at day 35 (second arrow, 40 IF). Results show the daily mean footpad
swelling (in 1/100 mm, + SD) measured on 25 mice (day 0 to 35) or 11 to 14 mice (day
35 to 40) pooled from 3 independent experiments.

Figure 3: T cell phenotype in LCMV-infected MoP14 mice. The expression of
activation markers on the surface of CD8" TCR Tg spleen T cells was analyzed 1
month after infection (day 35) or 45 days after the secondary infection (day 80).
Histograms show CD44, CD62L and CD69 surface expression by gated T cells from
infected MoP14 mice (full line), as compared with naive MoP14 cells (dotted line).
The proportion of CD44%, CD62L"" and CD69* are indicated in each plot. The
percentages obtained in naive controls are 5%, 22% and 7% respectively.

Figure 4: Effect of variant peptide on T cell activation. (A) The expression of the
early activation marker CD69 (left histograms) and TCRP (right histograms) by
MoP14 T cells is shown after 24 hours of in vitro stimulation using the wild-type (WT,
KAVYNFATM) or one of the variant peptides (2,5ug/ml). The CD69 expression in
the CD69" population is the following (MFI): WT (517); V35—=>A (520); A34->T (169);

V35->L (426); Y36—>F (95). The MFI of TCRp expression is indicated in the histograms

(B) Naive MoP14 T cells proliferation induced by WT and variant peptides. Results
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show the thymidine incorporation (mean of triplicate + SD) measured at the peak of
response at each day of culture (day 1 to 4 after the onset of the culture).

Figure 5: Functional capacities of T cells from chronically infected MoP14 mice.
(A) The presence of CTLs was assessed among spleen cells harvested from non-
infected or infected P14 (upper graphs) and MoP14 (bottom graphs) mice. Direct CTL
activity ex vivo was tested in naive animals (D0) and at day 4, day 35 and day 80 after
infection. Results show the percentage of specific lysis (+ SD) obtained with gp33-41
coated MC57 target cells. (B) CTL precursors were detected among spleen cells using
similar assays after 4 days of in vitro cultures. Graphs show the results obtained at
day 35 and day 80. (C) Left hand panels: Peptide induced proliferation of P14 (top)
and MoP14 (bottom) T cells. MoP14 spleen cells harvested from naive (squares) or at
day 35 (diamonds) or 80 (circles) after infection were stimulated in vitro with LCMV
gp33-41 peptide. Results show the proliferation index (mean of triplicate + SD)
measured at day 3 after the onset of the culture. The proliferation index was
calculated as follows: cpm mesured in presence of the peptide/background cpm in
absence of the peptide. Proliferation background was higher in the P14 cultures
because of the presence of CD4" T and B cells. Right hand panels: anti-CD3
stimulation of P14 (top) and MoP14 (bottom) T cells studied in naive cells (squares)
and 80 days after infection (circles). (D) IFN-y secretion after in vitro stimulation. P14
(black bars) and MoP14 (white bars) spleen cells harvested from naive or LCMV-
infected animals were stimulated in vitro with LCMV gp33-41 peptide. IFN-y

secretion was determined using an ELISPOT assay. Results show the percentages of

IFN-y producing cells among CD8'Tg" spleen T cells.



Table 1. Immunopathology induction after LCMV-WE infection in MoP14 mice

Inoculated mice Cell transfer Inoculation route” ~ Mean survival time”? Numbers of animals
MoP14 - ic. 5.2 days 5
MoP14 - if.p. 0 25
MoP14 - i.f.p./i.c. (at day 80) 0 6
Rag2” 10°CD8" P14*? iv. 7days 5

1) i.c. intracerebral; i.f.p. intrafootpad; i.v. intravenous.
2) mice were observed twice per day after infection for clinical signs of meningitis, and death was noted when it occured.

3) CD8" anti-LCMV T cells were sorted from MoP14 mice and injected into Rag2”" recipients together with the virus.



Table 2. T cell numbers in MoP14 mice after LCMV-WE infection

Organs Non-infected mice"”? (x10° cells) Day +30 (x10° cells)? Day +80 (x10° cells)?”
Thymus 78.4 4194 40.2 147 43.2 +18.1
Bone marrow 0.81 +0.03 0.66 +0.14 1.1+04
Spleen 8.3 +0.7 1.9 0.9 3.0 1.8
Lymph nodes 4.4 +09 0.39 +0.33 2.6 £1.6

1) Control mice are matched for age and are kept in the same conditions than infected mice from the experimental group. Cell counts
from control mice are equivalent at day 30 or day 80.

2) Results indicate the absolute number of CD8" P14 TCR" T cells per organ (mean of 3 mice * SD).



Table 3. Virus variants found in infected MoP14 mice”

Amino acid position

Mouse  Virus variants Frequency 33 34 35 36 37 38 39 40 41
WT K A \% Y N F A T C
#1 A34>T 26/32 K T \% Y N F A T C
V35->A 4/32 K A A Y N F A T C
T40->N 2/32 K A \Y% Y N F A N C
#2 Y36—~>C 15/32 K A \% C N F A T C
Y36—~F 7/32 K A \% F N F A T C
V35->L 6/32 K A L Y N F A T C
V35->A 2/32 K A A Y N F A T C
V35->C 2/32 K A C Y N F A T C
#3 A34~>T 13/32 K T \% Y N F A T C
V35->L 10/32 K A L Y N F A T C
V35->A 6/32 K A A Y N F A T C
Y36—>F 2/32 K A \% F N F A T C
N37-S5 1/32 K A \Y% Y S F A T C
#1+2+3 TOTAL: -  41% 31% 25% 1% - - 2% -

1) Results show the amino-acid sequence and frequency of the GP33-41 epitopes found at day 80 in
the kidneys of three individual MoP14 infected mice. The last line of the table gives the total

percentage of mutation at a given position inside the GP.
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Résultats supplémentaires
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V. INFLUENCE DES MOLECULES DE CLASSE | bu CMH SUR LA SURVIE ET

L’ EXPANSION DES CELLULES T CD8" (RESULTATS SUPPLEMENTAIRES)

A. Modeles expérimentaux

Les molécules de classe | du CMH constituent une ressource essentielle au maintien des
populations Ta3 CD8 naives. Plus précisément, la présence de I'élément de restriction,
c’est-a-dire de la molécule du CMH-I impliquée lors de la sélection positive dans le thymus,
est nécessaire pour la survie a la périphérie (Freitas and Rocha, 2000). Le cas des cellules T
o CD8" mémoires est plus discuté, et dépend grandement du systéme utilisé (Murali-Krishna
et al., 1999; Tanchot et al., 1997a). Un certain nombre d’expériences menées sur ce sujet
consistent a transférer des populations de cellules T, naives ou mémoires, dans des receveurs
allogéniques irradiés sub-létalement. L’irradiation est nécessaire pour éliminer les cellules T
du receveur (CMH class@,lqui induisent le rejet des cellules T transférées (CMH clagse |

par. Mais l'irradiation est potentiellement problématique car elle induit une fonte des organes
lymphoides et la production de facteurs en réponse au stress cellulaire. En conséquence de la
fonte des organes, la probabilité d’'une présentation croisée de complexes pAg-CMH entre les
cellules T transférées est potentiellement élevée. Il pourrait donc exister un biai sur la
cinétique de survie des populations injectées.

Pour répondre a ces questions, nous avons cherché a développer une gamme de souris
receveuses, déficientes en cellules T et en molécules du CMH-I. Ainsi, nous avons croisé la
lignée CD2" (Malissen et al., 1995) avec les lignées H2Du H-2K" (Pascolo et al.,

1997; Perarnau et al., 1999), et nous avons établi deux lignées @D82D"" et CD3™ x

H-2K®". Afin d’appréhender le plus de situations possibles, nous avons utilisés 5 types de
cellules Tap CD8' a transférer. Le premier groupe de cellules T est restreint a la molécule de
classe | du CMH H-20 et est issu des animaux transgéniques suivants: 1) les souris
MoaHY, spécifiques pour I'antigene male H-Y (Kisielow et al., 1988) ; 2) les souris MoP14,
spécifiques pour un antigene du LCMV (Pircher et al., 1989) ; 3) et les souris DTg (MoP14 x
MoaHY) décrites précédemment. Parallelement, nous avons utilisé les souris MoOT-1,
transgéniques pour un TCR reconnaissant un peptide de l'ovalbumine présentée dans le
contexte de H-2K (Hogquist et al., 1994). Ces quatre lignées sont déficientes pour
'expression de I'enzyme RAG-2, ce qui limite le répertoire au TCR transgénique, et les
ganglions lymphatiques de ces animaux représentent une source concer@@) (de

cellules Tap CD8'. Enfin, nous avons également utilisé comme donneurs des animaux

ResuLTATS4€



Sélection centrale, survie et sélection périphérique des celld@sCD8"

C57BIl/6 a partir desquels nous avons isolé des populations polyclonales de celiges T
CD8g'.

B. Résultats des transferts

Les cellules aHY, P14 et DTg ont été transférées dans des receveurs soit intacts pour
I'expression des molécules du CMH-lI (C3, soit déficientes pour l'une des deux
molécules H-2Pou H-2K® (CD3e” x H-2D"" ou CDZ" x H-2K*"). Le nombre de cellules T
transférées est de I'ordre de 0.5.401.16 cellules suivant I'expérience. A chaque point de la
cinétique, 3 animaux de chaque groupe sont sacrifiés, les organes lymphoides (rate, ganglions
meésentériques et inguinaux) sont prélevés et analysés par cytométrie de flux pour la présence
des cellules T transférées.

Dans notre systéme, I'absence de I'élément de restriction "HeREYoque une disparition
extrémement rapide des cellules T CD8uisque les populations injectées passent sous le
seuil de détection par cytométrie de flux en moins de 2 jours. Le transfert dans les souris
CD3e” montre un maintien (aHY, DTg), voire une expansion (P14) des cellulEgydre

11). Il a déja été montré que les cellulesaff CD8 aHY ne subissent quasiment pas de
prolifération homéostatique aprés transfert dans un receveur femelle déficient pour le
compartiment des cellules T (Ernst et al., 1999; Rocha and von Boehmer, 1991). Le cas des
cellules TaB CD8" P14 est différent, car ces cellules atteignent un plateau a envirén 4.10
cellules, un mois apres le transfert. Cela est di a une prolifération rapide apres le transfert,
comme le montre le profil de marquage au CFSE : 3 jours apres le transfert, plus de la moitié
des cellules ont effectuées au minimum 3 divisidAgure 12. Durant la cinétique, les
cellules P14 diminuent I'expression de leur TCR et expriment progressivement de forts
niveaux de CD44, a I'image de cellules activées. Les transferts dans les recevetffsxCD3
H-2K"" donnent des résultats trés hétérogeRagite 11) : les cellules aHY se maintiennent,

les cellules DTg disparaissent graduellement en une semaine et les cellules P14 proliférent
puis chutent rapidement 7 jours apres le transfert pour se maintenir a peine au-dessus du seuil
de détection. La phase précoce de prolifération des cellules P14 est similaire a celle observée
apres transfert dans les receveurs €0Figure 12).

Puis, des transferts ont été effectués avec les celld@saD8" OT-1, restreintes par H-2K

Ces cellules montrent une forte capacité a s’engager dans la prolifération homéostatique, que
ce soit dans les receveurs GD3ou dans les receveurs C&3x H-2D"" (Figure 13. Le

plateau atteint est de I'ordre de &.I@llules. De maniére inattendue, les cellules OT-1 ne
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Figure 11: Cindique aprés transfert de cellules T CD8' restreintes par H-2B

Les gangliors lynphatiques des souris nonoclonales MoaHY, MoP14 ou double
transgéiques DTg(MoaHY x MoP14) ont étéilés et ms en superson, pus ont été
injectés dans des receveurspibdirvus de cellules T et filéents ou non pour Expression
d’une moléules de classe | du CMH. Les populations injestgont constitles a90% ou
plus de cellules T CD8Les réultats donnent le nombre total de cellulesrCD8" (rate
+ 2xganglions) trouvés dans chaque receveur (3 animaux par peairgcart-type). Chaque
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Figure 12: Cindique de division des cellulesdp CD8" P14

Les ganglions lymphatiques des souris monoclorialéisont étésolés et mis en suspensid
Les cellules ont été marqués avec du CFSE psiont étéinjectés dans des receveu
dépourvus de cellules T et fitients ou non pour éxpression de H-2K La cindique de
division est suivie par la dilution du CFSEchaque division cellulaire et le nombre
division effectuéar les cellules T CD8P14" est indiquéau-dessus de chaque populatic
Le peu de cellules aipéré@s dans les receveurs CE3x H-2K7- ne permet pas dbtenir
un profil au jour 10 de la cirtgue. Chaque expi&nce a été&répétée au moins deux foig
avec des r&ultats similaires.
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Figure 13: Cindique aprés transfert de cellules T CD8' restreintes par H-2K

Les ganglions lymphatiques des souris monoclonMe®T-1 ont étéisolés et ms en
suspension, puis ont éigectés dans des receveursmirvus de cellules T et fiients ou
non pour lexpression dine moléule de classe | du CMH. Les populations injestéont
constitu@s a90% ou plus de cellules T CD8Les ré&ultats donnent le nombre total dle
cellules TaB CD8" (rate + 2xganglions) trouw&s dans chaque receveur (3 animaux par
point, + écart-type). Chaque expénce a étéeffectu€ au moins 2 fois, avec de suétats
similaires.
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Figure 14: Cindique de division des cellulesdp CD8" OT-1*

Les ganglions lymphatiques des souris monoclone®T-1 ont étéisolés et ms en
suspension. Les cellules ont éarqués avec du CFSE puis injeetédans des receveurs
dépourvus de cellules T et fitients ou non pour éxpression de H-2K La cindique de
division est suivie par la dilution du CFSEchaque division cellulaire et le nombre ge
divisions effectuss par les cellules T CD8" OT-1* ed indiqué au-dessis de chaque
population. Chaque exp@&nce a étergdé au noins deux fog avec ds résultats
similaires.
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disparaissent pas rapidement en I'absence de I'élément de restrictioR, le2¢ui pourrait

refléter son haut niveau de réactivité croisée. Le déclin des cellules OT-1 a lieu environ 5
jours aprés le transfert, aprés une phase de maintien appiigute(13). Le profil de
marquage au CFSE montre que les cellules OT-1 se divisent plus rapidement que les cellules
P14 aprés transfert dans les receveurs &COBigure 14). Comme dans le cas des cellules

P14, la distribution suivant le nombre de divisions effectuées est de type gaussien. De maniére
intéressante, les cellules OT-1 se divisent également en absence de leur élément de restriction
H-2K® , et avec un profil de division beaucoup plus désordonné. Les rares cellules récupérées
au jour 7 de la cinétique se sont divisées 8 fois ou plus dans la moitié deguees 14).

Enfin, ces expériences ont été répétées avec des populations polyclonales de cafules T
CD8" afin de controler I'absence de rejet des cellules T transférées dans les différents
receveurs. Ainsi, ces population proliferent fortement apres transfert dans les receveurs
CD3e" et CDZ" x H-2D", ce qui est confirme I'absence de rejet observé avec les cellules
OT-1 dans les receveurs C&3x H-2D°". De maniére plus inattendue, les populations
polyclonales Ta CD8" ne parviennent pas a s'établir dans les receveurs’CBI-2K*" et
montrent une cinétique similaire a celle des cellules OFifute 15A). Des résultats
similaires ont été obtenus avec des populations de celldBsCD4" triées.

C. Résultats des transferts dans les receveurs déplétés en cellules NK

Les données précédentes nous ont poussé a tester I'hypothese d'un rejet des cellules
transférées dans les receveurs €DX H-2K" par les cellules NK de I'héte, qui sont
connues pour tuer préférentiellement les cellules perdant I'expression des molécules du
CMH-I (Lanier, 2001). Le rejet pourrait s’expliquer par le niveaux d’expression de
H-2D° dans ces receveurs, supérieur en moyenne de 42% au niveau trouvé dans les receveurs
CD3e" (Figure 15B). Ainsi, les cellules NK seraient « éduquées » en présence d’'un niveau
élevé de H-2D, et les cellules T transférées seraient éliminées du fait de leur expression
inférieure de H-2P

Pour tester cette hypothése, nous avons traité les receveued D3-2K>" avec 20Qg
d’anticorps anti-NK1.1 par voie intrapéritonnéale, et ce 2 jours avant le transfert. Ce
traitement est supposer éliminer quasiment toutes les cellules NK des animaux receveurs
(Figure 16A). A ce jour, nous avons effectué le transfert des cellule TD8 OT-1 et T

o CD8' polyclonales Figure 16B). La cinétique des cellules OT-1 est identique, que les

receveurs soient traités ou non. Dans le cas des celldlBsCD8" polyclonales, on note un
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Figure 15: Cindique apreés transfert de cellules B3 CD8* polyclonales
A) Les ganglions lymphatiques des souris C57BIlf6ébé@isolés et mis en suspension. Les
cellules T CD4 et B220 ont été dplétées puis les cellules restantes ont @t@ctées dans
des receveurs @é@urvus de cellules T etfildents ou non pour éxpression dine moléule
de classe | du CMH. Les populations injestéont constitles a95% ou plus de cellules [
CD8'. Les r&ultats donnent le nombre total de cellulesi@@ CD8" (rate + 2xganglions)
trouvées dans chaque receveur (3 animaux par peistart-type).

B) Le niveau déxpression de H-2Da étéanalysé da surface des cellules B des recevedrs,
aprés normalisation par rapport au niveau eXpression dans les souris C&3(valeur
arbitraire fixée al). Le niveau observést de 42% supiéur dans les animaux CR3 x H-
2Kb-- comparé acelui rouvé dans les souris C¥3, et ce das pluseurs expéiences
indépendantes. Un exemple de marquage est dorgauéahe (histogramme plein: receveur
CD3e~; histogramme en ligne rouge: receveur GHX H-2Ko").
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Figure 16: Cindique apreés transfert de cellules B3 CD8* polyclonales

A) Profil encytomédrie de flux obtenu avec des cellules gj@es danimaux traités ou non
avec lanticorpsaNK1.1.
B) Les ganglions lymphatiques des sowisOT-1 ou C57BI/6 ont étélés et mis en
suspension. Dans le cas des cellyesyclonales les cellules T CD4 et B220 ont été
déplétées Les cellules isoks ont éténjectées dans des receveurs traitévec 200Qg d’'un
anticorpsaNK1.1 deux jours avant le transfert. Les populagianect@&s sont constities a
90% ou plus de cellules T CD8Les réultats donnent le nombre total de cellules(d
CD8" (rate + 2xganglions) trouws dans chaque receveur (3 animaux par pdairédcart-
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maintien renforcé dans les ganglions lymphatiques, mais les cellules T finissent par
disparaitre en 10 a 15 jours. Soit notre traitement n’est pas suffisant, et I'anticorps pur injecté
blogue le marquage par I'anticorps fluorescent pour I'analyse par cytontégieg 16A),

soit les cellules NK ne sont pas liées a la disparition des cellules T injectées dans les
receveurs CD8" x H-2K™", Des expériences ultérieures devraient nous permettre de répondre

a ces questions. Nous allons notamment tester une méthode alternative pour la déplétion des

cellules NK en utilisant un anticorps anti-lIRR (Tanaka et al., 1993

ReEsuLTAT4¢
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Les différents compartiments formés par les populations lymphocytaires sont soumis a
un processus dynamique constant. En effet, le thymus est colonisé par des précurseurs a
méme de se différencier pour donner des cellules T matures, suite a un mécanisme de
sélection basé essentiellement sur I'aptitude a reconnaitre les molécules du CMH du soi. Ces
lymphocytes T sont ensuite exportés du thymus vers la périphérie, et doivent étre
suffisamment compétitif pour s’établir au sein du compartiment des cellules naives. Enfin, la
sélection périphérique de certains clones T permet leur entrée dans les compartiments
effecteurs et mémoires, entre lesquels des allers et venues peuvent avieigliezi 7).
Le présent travail s’est concentré sur le cas des lymphocyd@sCD8" chez la souris. Trois
systemes d’étude ont été mis a profit afin d’approcher les questions de la sélection centrale, la
sélection périphérique et la survie des cellulef3 TCD8' : 1) la sélection en présence ou en
absence d’'un autoantigéne dans un modéle de souris transgéniques pour les defx TCR
anti-méale aHY et anti-LCMV P14 ; 2) I'établissement d'une infection chronique par le
LCMV dans des animaux transgéniques pour le TBRP14 spécifigue d’'un épitope du
virus, et en absence de cellules B etiff CD4" ; 3) les molécules de classe | en tant que

ressource et leur influence sur la survie des cellut#s TD8" naives.

A. Cellules T exprimant deux TCR[3 et implication dans I'autoimmunité

L’inclusion allélique de la chairee du TCR rend hautement probable I'existence de cellules T

af3 exprimant deux TCR a leur surface, ou cellules DTE (Dual TCR Expressing cells). On
estime qu’environ 30% des cellulesaB contiennent deux réarrangements productifs au
locus TCRx , méme si cela ne débouche pas forcément sur I'expression de deux TCR a la
surface (Malissen et al., 1992). Ce constat a poussé un certain nombre d’équipes a poser la
question du risque autoimmun que représentent les lymphocytes DTE (Heath and Miller,
1993; Padovan et al.,, 1993). En effet, la dilution en surface d'un TCR autoréactif par
I'expression d'un second TCR non-autoréactif pourrait permettre d’échapper a la sélection
négative dans le thymus. Une fois a la périphérie, I'activation des cellules DTE pourrait alors
déboucher sur une pathologie autoimmune.

C’est exactement ce qui est observé dans un modeéle de souris transgéniques a la fois pour le
TCR Désiré (Des-TCR) et son ligand spécifique H2Klont I'expression est restreinte au
pancréas (RIP-® (Heath and Miller, 1993). Dans ces animaux, les cellulef3 TCD8'
exprimant de hauts niveaux du TCR (%8s subissent une délétion clonale, mais cela

n’empéche pas le déclenchement d’un diabéte autoimmun. Des cellffe€SD8" Des™ sont
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Figure 17: La dynamique des populations lymphocytaires T

Ce schéna illustre le fait que les diffénts compartiments lymphocytaires sont travepssr
un flux constant de cellules des stades les phusaitures jusga la mort cellulaire. Les
meanismes de contl® homéstatique r@ulent la taille de chaque compartiment. Ainsif a
I’équilibre, toute entré de nouvelles cellules doiascompagner de la sortie de cellules. Un
phénomee de compéition pour les niches de Section et desurvie a alas lieu. ALC:
progéiteur lymphoide commun; DN: doublegatif; DP: double-positif; SP: simple-positif.
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détectées dans ces animaux, et il a été montré qu’elles peuvent exprimer une chaine TCR
endogéne. Ainsi, il est supposé dans ce modele que les cellu@s<CD8" échappent a la
délétion clonale grace a I'expression d’'un second TCR a la surface, qu’elles sont activées via
ce second TCR, et qu'elles peuvent alors infiltrer le tissu pancréatique et déclencher une
pathologie autoimmune (Heath and Miller, 1993). Des conclusions identiques ont été atteintes
par le groupe de H. von Boehmer avec un modéle transgénique a la fois pour un TCR
spécifique de I'hémaglutinine du virusfluenza (TCR-HA) et pour son ligand sous le
contréle du promoteur de l'insuline (INS-HA) (Sarukhan et al., 1998). A nouveau, l'induction
du diabéte est liée a la présence de cellules T TCR:HXprimant des chaines TGR
endogenes, puisqu’aucune pathologie n’est détectée lorsque I'expression de ces chaines
endogénes est empéchée (fond TQGR-C Le risque autoimmun des cellules DTE a été
confirmé par I'équipe de B. Stockinger a I'aide de souris RAGIuble-transgéniques pour

le TCR, l'un étant sélectionné par une molécule du CMH-I (TCR BM3), l'autre par une
molécule du CMH-II (TCR A18) (Zal et al., 1996). Le TCR A18 est spécifique d’'un peptide
issu de la protéine du complément C5 dans le contexte “H-Z5 représente donc
'autoantigéne dans ce modéle. En présence du ligand spécifique du TCR A18, on trouve a la
périphérie des cellules DTE CD8t quelques rares cellules DTE CDdui expriment toutes

a leur surface de forts niveaux du TCR BM3 et de faibles niveaux du TCR Al18. Dans ce
systeme, les cellules T Al&chappent donc a la délétion clonale, du fait de I'expression du
TCR BM3. Lorsque ces cellules DTE CDegbnt stimuléesn vitro via le TCR BM3, elles
peuvent ensuite lyser des cellules exprimant la protéine C5, alors que la stimulation en
présence de C5 ne leur permet pas d’acquérir de capacité cytotoxique. L’absence de réponse
des cellules DTE face a I'autoantigene peut donc étre abolie apres une activation cellulaire via
le second TCR.

Nous avons analysé la sélection centrale et périphérique de cellW@sCID8 double-
transgéniques pour les TCR aHY et P14 dans un fond RAG@@s deux étant restreints a la
molécule de classe | du CMH H-20Les animaux DTg constituent un modeéle pour I'étude

des cellules DTE CD8 En effet, la caractérisation des lymphocytes T de ces animaux montre
gue la grande majorité d’entre eux expriment a leur surface le TCR aHY et un TCR formé par
'association des chaines T@HP14 et TCIR-aHY. La spécificité de ce TCR hybride n’est

pas connue. Cela ne nous empéche pas de confirmer 'effet salvateur de I'expression d'un
second TCR sur la sélection négative de cellules T exprimant pourtant le TCR aHY

autoréactif Article 1). En effet, le compartiment thymique des cellules DP est partiellement
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reconstitué chez les souris DTg males, alors qu'il est absent chez les souris males MoaHY.
Cependant, les cellules TRdHY" VaaHY* VaP14 issues des souris DTg males montrent

une faible capacité a étre activéewitro par le peptide issu de I'antigene male H-Y. De plus,

des expériences de reconstitution de moelle osseuse, par les précurseurs DTg et en présence
de 'Ag male, montrent que les cellules DTE sont contre-sélectionnées et sont moins
compétitives pour intégrer les compartiments périphérigéaticle 2). Ainsi, malgré
I'expression d’'un TCR autoréactif, les cellules DTE trouvées dans les méales DTg sont
fonctionnellement tolérantes. Il est probable que cette tolérisation ait lieu lors de la transition
entre les compartiment DP et SP8, considerant I'expression réduite du co-récepteur CD8 et de
la chaine TCRaHY par les cellules SP8. Dans notre systeme, les cellules DTE possédent
donc un ensemble de caractéristiques qui pourraient contribuer a diminuer le risque

autoimmun gu’elles représentent.

B. Développement des cellules T dans les souris DTg et exclusion allélique

Comme nous l'avons indiqué précédemment, les lymphocytes T @&8 souris DTg
expriment majoritairement & leur surface le TCR aHY et un TCR formé par 'association des
chaines TCR-P14 et TCEB-aHY. Nous sommes arrivés a cette conclusion en combinant les
résultats obtenus par trois approchigi¢le 1).

En premier lieu, la stimulatiom vitro des cellules T CD8des souris femelles DTg est
efficace si le peptid€cmy3reconnu par le TCR aHY, est utilisé. Ce résultat est confinmé

vivo apreés transfert des cellules T Ci@s souris DTg femelles dans des souris malesCD3
(Article 2). En revanche, le peptide gp33-41 issu du LCMV, et reconnu spécifiquement par le
TCR P14, n’induit pas de prolifération des cellules DTg. Ce premier résultat indique que le
TCR P14 n’est a priori pas fonctionellement présent a la surface des cellules DTREN

second lieu, des expériences de co-internalisation des chaines Tg du TCR confirment cette
observation. En effet, en cultivant les lymphocytes T TDBg en présence d’'un anticorps
spécifique pour la chain@ du TCR aHY, linternalisation cellulaire de tous les TCR
contenant cette chaine est induite. Dans ces conditions, nous constatons non seulement la
disparition de la chainea&HY de la surface des cellules T exprimant les deux chaines Tg
TCRa (VaaHY' VaP14), mais également celle de la chaineP414.

Le fait que les deux chaines T@H(g appartiennent a la méme famillef8/1 pour le TCR

P14 ; \f8.2 pour le TCR aHY) empéche toute investigation supplémentaire utilisant des

anticorps, pour réaliser par exemple des immunoprécipitations ou des marquages
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intracellulaires. En effet, I'anticorps MR5-2 utilisé pour marquer la charl¥ reconnait

les deux familles [#8.1/2. Pour contourner cette limite dans notre étude de I'expression de la
chaine3 du TCR P14, nous avons cherché a mesurer la quantité de transcrits pour les deux
transgenes TCR (Article 1). Les séquences des deux segments variables des transgéenes
TCRBaHY (Uematsu et al., 1988) et TBR14 (Pircher et al., 1987) montrent une forte
homologie, qui limite toute analyse par RT-PCR. Toutefois, la taille de la région CDR3 est de
8 acides aminés dans le cas du TCR aHY, contre 9 pour le TCR P14. Ainsi, la technique de
'Immunoscope (Pannetier et al., 1993) permet de différencier les ARN messagers des deux
transgénes. Cette approche permet de confirmer la moindre représentation des transcrits de la
chaine TCBP14 au sein des cellules T COBTg (~10% des messagers codant pour une
chaine TCR). De maniere intéressante, les ARN messagers sont encore moins présents que
dans un mélange 1/1 de cellules monoclonales MoaHY et MoP14 (~25% des messagers
TCRp).

Cette différence laisse penser qu’il existe un mécanisme d’exclusion allélique réprimant la
transcription de la chaine TGR14, pourtant réarrangée, alors que la chainefagR est
favorisée. Elle peut s’expliquer par les promoteurs et constructions utilisées dans chacun des
transgénes. Ainsi, la construction codant pour le TCR aHY contient le promote(reiGBs
éléments de régulation (Teh et al., 1988), alors que la construction du TCR P14 utilise le
promoteur du génél-2K" et I'élément activateur du locugH (Pircher et al., 1989). Or,
lanalyse des compartiments thymiques les plus précoces montre clairement que la
construction codant pour le TCR aHY est exprimée plus rapidement que celle codant pour le
TCR P14 Article 1). Cela n’explique pas la sous-représentation des transcrits de la @haine

du TCR P14. Le mécanisme impligué dans cette exclusion allélique de la chaiBPTACR

peut agir soit sur la transcription du transgéne, soit sur la durée de vie des transcrits, ou encore
sur I'adressage du polypeptide vers la surface. Ainsi, il pourrait s’avérer que les chaines du
TCR aHY s’associent avec plus de facilité a la chaine plf aux protéines de la famille

CD3, ce qui aménerait compétitivement a exclure la chaineBPCR de la surface des
cellules T CD8DTg.

Deux éléments renforcent cette hypothese. Tout d’abord, ce mécanisme cible spécifiquement
la chaine Tg TCBP14, alors que l'expression de la chainene semble pas affectée.
Pourtant, les deux chaines sont sous le contrble du méme promoteur et d’éléments de
régulation identiques. Ensuite, la situation inverse est trouvée dans les souris DTg, dans

lesquelles une population extrémement minoritaire n’exprime que la chainpPICRet
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exclue la chaine TCBRaHY. Cette population exprime un TCR P14 fonctionnel, car
I'inoculation des souris DTg avec le LCMV provoque son expansion spécifique (observation
non publiée). Ces données soulignent le caractere physiologique de ce mécanisme potentiel. Il
est difficile de comparer nos observations avec la littérature concernant les cellules DTE, mais
nous pouvons remarquer dans le systéme utilisé par B. Stockinger que I'expression de surface
des deux chaine utilisées était détectable (Zal et al., 1996). Par contre, nous pouvons
signaler I'existence d’observations similaires aux notres dans le cas des cellules B, ou des
souris double-transgéniques pour des Ig réarrangées n’expriment qu’'un des transgenes (Lam
and Rajewsky, 1999; Rosado and Freitas, 2000). En somme, nos résultats montrent que la
présence de deux réarrangements productifs pour la cBaihe TCR ne correle pas

forcément avec I'expression des deux chaines.

C. Cellules DTE : répertoire T disponible et activité régulatrice

En laissant les cellules DTE « échapper » a la sélection négative, I'organisme prend le risque
de voir s’établir dans ses compartiments périphériques des populations de cellules T
potentiellement dangereuses. Nous pouvons toutefois essayer de cerner les c6tés positifs que
représente cette prise de risque. L'existence des cellules DTE peut se révéler bénéfique en
permettant d’accroitre le répertoire T disponible dans I'organisme a un moment donné (Gavin
and Rudensky, 2002), méme si la dilution des spécificités a la surface des cellules DTE peut
influer sur leur capacité a répondre contre un antigene.

Récemment, cette hypothese a été avancée dans un modele ou l'expression d’'un TCR
endogéne permet de suppléer a I'absence de sélection positive d’'un TCR transgénique, du fait
de I'haplotype H-2 des souris utilisées (He et al., 2002). En d'autres termes, ce TCR
transgénique (TCR KB, spécifique de la chairz du collagéne IV humain) ne peut étre
trouvé dans les compartiments T périphériques qu’a la surface d’une cellule DTE, qui aura été
sélectionnée positivement via un T@R endogéne. Malgré I'absence de sélection positive

du TCR KB dans le fond génétique des souris utilisées, les cellules DTE exprimant le TCR
KB répondent efficacement contre l'antigene spécifique. Mieux, elles constituent
potentiellement la totalité des cellules T impliquées dans la réponse immunitaire, malgré la
fréquence tres faible des cellules DTE Kdtans le répertoire T naif. Ainsi, les cellules DTE
peuvent participer de maniére majeure a une réponse immunitaire, via un TCR qui n’aura pas

été préalablement sélectionné positivement (He et al., 2002).
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Nous avons analysé le comportement des cellul@ TD8' issues des femelles DTg apres
transfert dans des receveurs maledi¢le 2). Lors de cette réponse immunitaire, les sous-
populations Taf CD8" sont en compétition, a savoir la population DTBAMY* VaaHY"
VaP14), et les populations exprimant une seule des chainesi Ti&Rsgéniques. Les
lymphocytes n’exprimant que le TCR aHY et les cellules DTE répondent clairement contre
’Ag male, avec une cinétique différente. Ainsi, la population mineure n’exprimant que le
TCR aHY montre une phase d’expansion plus longue et plus forte, puis elle décroit apres le
pic de la réponse (jour 7). Les cellules DTE patrticipent fortement a la réponse immunitaire,
mais, si elles représentent environ 95% des cellules exprimant un TCR aHY lors du transfert,
elles ne sont plus que 65% au pic de la réponse, ce qui confirme le potentiel supérieur des
cellules n’exprimant que le TCR aHY. Ainsi, la dilution des spécificités a la surface des
cellules DTE influe clairement sur la réponse antigénique et diminue leur capacité
compétitrice pour I'Ag. A la différence des cellules n’exprimant que le TCR aHY, les cellules
DTE se maintiennent apres la réponse immunitaire. Clairement, I'expression d’'un second
TCR a la surface de ces lymphocytesi@ CD8" leur permet d’échapper d’'une facon ou
d'une autre a la mort cellulaire induite par I'activation. Cette différence majeure pourrait
s’expliquer par la moindre exposition des cellules DTE a la forte concentration en
autoantigene, du fait de la dilution du TCR aHY a la surface. Une autre explication pourrait
étre que des signaux de survie sont spécifiguement transduits via le second TCR non-
autoréactif.

Une autre fonction des cellules DTE pourrait étre un réle régulateur. Chez la souris, il est
connu que les cellules T aHY CDa@nergiques, aprés une exposition forte et constante a
'antigene, sécretent de I'lL-10 (Tanchot et al., 1998). La fonction immunorégulatrice
supposée de cette interleukine laisse suggérer que les cellules TtdlBées pourraient
posséder une fonction régulatrice, méme si la démonstration formelle d’'un rdle régulateur de
ces cellules n'a pas encore été apportee. Récemment, il a été montré que la présentation de
ligands de haute affinité par les cellules du cortex thymique aux thymocytes DP génére des
cellules T DN (CD4CD8 TCR) (Wang et al., 2002), a I'image de ce qui est observé dans les
males aHY. Il est intéressant de constater que ces cellules DN produisent de I'lL-10 aprés
stimulation antigénique et montrent des facultés immunorégulatriceitro (Wang et al.,

2002).

Dans nos expériences, I'antigene male est non-seulement présent en forte quantité, mais sa

présence est évidemment permanente. Ainsi, les cellules DTE obtenues apres transfert de
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cellules Tapf CD8 de donneurs DTg femelles vers des receveurs males présentent les
caractéristiques de cellules « anergiques ». Les cellule TD8" des males DTg sont
fonctionnellement tolérantes malgré le haut niveau d’antigene environnant. Cela ne veut pas
dire gu’elles sont totalement amorphes, car leur transfert dans des males montre qu’elles
peuvent proliférer de maniere modérée et s’accumuler a la périphérie, d’'une maniere qui
ressemble plus a la prolifération homéostatique plutét qu’a une réponse immuAitédte (

2). En outre, un test de protection a la RNAse met en évidence dans les cetif}l€3DB"

des males DTg des ARN messagers codant pour I'lL-10 ou MFé-qui renforce I'idée que

ces cellules ne sont pas véritablement anergiques, mais qu’elles ont plutét acquis un
comportement fonctionnel et un seuil d’activation différents (Tanchot et al., 1998).

Considérant I'ensemble de ces données, il serait par exemple intéressant de mener une étude
sur la fréquence des cellules DTE au sein du compartiment des cellaf<€D8" CD44
(cellules mémoires/activeées ou anergiques) apres une réponse immunitaire polyclonale, en
comparaison avec le compartiment des cellules naives. En effet, il serait particulierement
significatif de trouver une forte proportion de cellules DTE dans ces compartiments

mémoires/activées et anergiques.

D. Adaptation des cellules @3 CD8" a leurs conditions environnementales

L'induction de la tolérance de cellules T autoréactives peut se faire a la périphérie par une
réduction de I'expression du TCR et du co-récepteur a la surface cellulaire (Schonrich et al.,
1991). Ainsi, I'expression de ces récepteurs est modulable, et I'analyse des males aHY montre
I'existence d’une population T aH¥ CD8" et d’'une population T aH¥" CDS8, que les
animaux soient dans un fond génétigue RAGHKisielow et al., 1988) ou bien RAG-2
(Article 1 & 2). Il a été précédemment suggéré que les cellules"8HYD8 RAG-2
appartiennent a la lignée des cellulegdlI'expression d’'un TCR/d permettant leur survie et

leur maturation (Bruno et al., 1996a; Terrence et al., 2000). L'expression d’'ulyd&gnt
impossible dans nos souris, du fait de l'invalidation de 'enzyme RAG-2, il semble clair que
les cellules T aHY" CD8 des males peuvent survivre en l'absence de ce récepteur. Au
contraire, ces observations suggerent plutét I'existence d’'un mécanisme d’adaptation des
lymphocytes Ta3 CD8 aux conditions environnementales. Ainsi, face a la concentration
excessive d’Ag méle, les cellules aHY peuvent soit totalement réprimer I'expression du co-
récepteur CD8, soit diminuer I'expression du TCR et du co-récepteur. Ces comportements
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permettent aux cellules T aHY de s’adapter a un niveau optimal de signaux requis pour
permettrent leur survie.

L’étude des souris DTg va dans le sens de cette interprétation. Dans ce systéme, la majorité
des cellules T expriment les deux chailedransgéniques et la chaifiedu TCR aHY

(Article 1). En présence de l'autoantigéne, nous notons que la population de cellules T CD8
est fortement réduite dans les souris DTg, en comparaison avec le cas des males aHY. La
dilution du TCR aHY, du fait de I'expression du second TCR transgénique, permet
I'accumulation de cellules @3 CD8" chez les males DTg, méme si le niveau d’expression de
CD8 est réduit par rapport aux femelles DTg. Enfin, les cellulaf TD8 des souris DTg

males expriment des niveaux supérieurs du TCR aHY, de maniére similaire & ce qui est
observé dans les males aHY. Ainsi, nous constatons que le profil d’expression des chaines du
TCR par les cellules T3 CD8 des souris DTg males ressemble a celui des cellub® T

CD8' des souris DTg femelles.

Dans les cas précédents, le systeme est « figé » du point de vue de I'Ag : qu'elles y soient
transférées ou qu’elles s’y développent, les cellules T sont plongées dans un environnement
contenant une concentration élevée et fixe en Ag male. Nos expériences d’infection de souris
MoP14 par le LCMV abordent la question de I'adaptation a la fois du virus et des cellules T
o CD8" spécifiquesAtrticle 3). En effet, la quantité et la localisation de I’Ag varient durant
I'infection, et les cellules T spécifiques du virus doivent s’adapter au fait qu’elles ne peuvent
pas éliminer seules le pathogéne. Le virus, quant a lui, est soumis a une pression de sélection
car I'ensemble des lymphocytes T des souris MoP14 est spécifiquement dirigé contre lui. Il
adopte donc une stratégie d’échappement qui débouche sur la disparition de la souche virale
sauvage inoculée et I'apparition de variants viraux, tous mutés uniquement dans I'épitope
reconnu par le TCR P14. Il est intéressant de noter que certains des variants que nous avons
isolés ont également été mis en évidence dans d’autres sytemes d’infection chronique au
LCMV (Pircher et al., 1990; Puglielli et al., 2001). Il a été montre, par I'étude
cristallographique du complexe gp33-41/H22Bue les résidus d’acide aminé en position 34,

35 et 36 de I'épitope sont impliqués fortement soit dans linteraction avec le sillon de la
molécule du CMH (résidus 34 et 35), soit dans l'interaction avec le TCR (résidu 36) (Tissot et
al., 2000). Les variant que nous avons isolés sont majoritairement mutés a une de ces
positions, ce qui diminue fortement l'avidité du TCR P14 pour les complexes pAg-CMH
obtenus (Puglielli et al., 2001; Tissot et al., 2000). De plus, les cellules T P14 ne montrent pas

de fonction cytolytiqgue contre des cellules cibles préalablement incubées avec les variants de
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I'épitope gp33-41 (Pircher et al., 1990; Puglielli et al., 2001). Toutefois, nous avons pu
observer avec deux de ces variants majeurs @/85V35gL) une activation partielle des
cellules T P14n vitro, qui se traduit par I'induction d’une faible prolifération et I'expression
incompléte de marqueurs d’activatiodsticle 3). Ces deux variants viraux agissent donc
comme des agonistes partiels des cellules T exprimant le TCR P14.

En paralléle, les cellules @B P14 CD8 s’adaptent a I'état d’infection chronique qui se met

en place. Aprés une phase d'épuisement, nous constatons que les cellules T restantes perdent
graduellement leur capacité a proliférer et a développer une fonction cytolytique. Cela est
sans doute lié a I'action d’agoniste partiel observée de la part de certains variants du virus
découverts dans les animaux infectés de maniére chronique, et corréle avec I'existence de
nombreuses cellules W P14 CDS8 activées (CD69 dans ces animaux. Nos résultats
suggerent que les variants viraux pourraient jouer un réle essentiel dans la maintenance de
I'état anergique des cellulesaB CD8" spécifiques. Toutefois, I'état d’anergie des cellules T

of P14 CD8 n'est pas total, car elles conservent dans une certaine mesure la capacité de
produire de I'lFNy, dont I'activité inhibitrice sur la réplication du LCMV est connue
(Guidotti and Chisari, 2001; Moskophidis et al., 1994). Il est intéressant de comparer ce
systéme avec l'infection par le HIV, ou la réponse immunitaire peut également évoluer vers
une situation d’infection chronique accompagnée d'un défaut des cellules T eCié
production d’anticorps. Dans une telle situation, il a été rapporté que les celuffe€D8"

de patients perdent leur activité cytotoxiques, mais conservent la possibilité de produire des
cytokines, dont I'lFNy (Appay et al., 2000).

Il est difficile d’estimer I'impact de la production d’'IFpar les cellules T3 P14 CD8.
Cependant, il est connu que I'lFN-est une cytokine majeure dans la lutte contre les
pathogénes intracellulaires (Harty et al., 2000). De maniére plus spécifique au cas du LCMV,
il a été montré que I'élimination de linfection est plus tardive dans les animaux déficients
pour le récepteur de I'lFN{Leist et al., 1989; Lohman and Welsh, 1998). Il est suggéré que
I'IFN-vy influe directement sur la réplication du virus et sur sa dissémination (Leist et al.,
1989; Moskophidis et al., 1994). En conséquence, on peut imaginer que la productiop d’IFN-
par les cellules Ta P14 CD8 des souris infectées chroniguement par le LCMV permet de
contrbler & un certain degré la virémie.

L’ensemble de ces données montre que les celluleB TD8" s’adaptent aux conditions
environnementales, que ce soit a la périphérie ou dans les compartiments centraux. Cette

by

adaptation est dépendante de la quantité d’Ag, de sa capacité a s’autorépliquer et de sa
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localisation. De plus, la nécessité de la diversification des stratégies d’élimination des
pathogénes par I'organisme est mise en avant. Ainsi, il est connu que I'absence de cellules T
CD4" (Battegay et al., 1994; von Herrath et al., 1996) ou de cellules B (Thomsen et al., 1996)
favorise I'établissement d’'une infection chronique par le LCMV et I'élimination des cellules

T a CD8 spécifiques. Alternativement, les cellulesaB CD8" spécifiques peuvent se
maintenir lors de linfection chronique de souris CDfar une souche du LCMV se
disséminant rapidement, mais cela se fait au prix de la perte de toute fonction effectrice, y
compris la synthese d’'IFN{Zajac et al., 1998a). Les cellules T C3ént donc importantes
lorsqu’une infection perdure, afin de permettre aux cellules T*Qi28conserver leurs
fonctions effectrices (Battegay et al., 1994; Matloubian et al., 1994). Lorsque les cellules T
of CD8 sont transférées seules dans des receveurs infectés chroniguement par le LCMV,
elles sont rapidement « épuisées » (Hunziker et al., 2002). L’épuisement fonctionnel des
lymphocytes Taf3 CD8" est évité par un co-transfert de cellulegrCD4" mémoires, ce qui
permet d’éliminer linfection. De plus, l'injection de cellules B mémoires ne permet
d’éliminer le virus que si ce sont des cellulesi@ CD8" mémoires qui sont transférées. La
co-injection de cellules B CD8" et d’anticorps anti-LCMV n’a pas d’effet permanent sur
I'état chronique de I'infection, et induit méme la sélection de variant viraux échappant a ces
anticorps. En somme, plusieurs combinaisons de transferts de cellules permettent d’éliminer
des souris porteuses l'infection chronique par le LCMV (cellule3 TTD8 mémoires + B
mémoires ; cellules TR CD8 naives/mémoires + @ CD4" mémoires). Néanmoins, il
apparait que l'efficacité maximale est obtenue par le co-transfert des 3 populations (cellules T
a3 CD8" naives/mémoires +dp CD4 mémoires + B mémoires), ce qui permet notamment

le maintien d’'une fréquence élevée de cellulef3 TCD8" spécifiques du virus (Hunziker et

al., 2002). Ainsi, ces expériences « d'immunothérapie » sur des souris infectées de maniéere
chronique par le LCMV confirment cette nécessité d’'une collaboration entre les différentes
stratégies de défense afin d’éviter le colt d’'une adaptation forcée de certains des acteurs du

systeme immunitaire, dont les cellulesi CD8' (Zajac et al., 1998b).

E. Molécules de classe | du CMH et survie des cellules3TCD8'

Afin d’assurer leur maintien au sein des organes lymphoides périphériques, les lymphocytes T
doivent constamment intégrer des signaux de survie et ne peuvent pas se contenter d’attendre
passivement I'antigene (Freitas and Rocha, 1997; Freitas and Rocha, 1999). Les cellules T

naives ont notamment besoin d’'intégrer des signaux via l'interaction entre leur TCR et les
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molécules du CMH afin de pouvoir se maintenir dans les compartiments périphériques
(Brocker, 1997; Murali-Krishna et al., 1999; Tanchot et al., 1997a). Cette interaction est
également nécessaire pour la prolifération homéostatique des cellules T, puisqu’une
déficience dans I'expression de surface des molécules du CMH-I"jTéwPdu CMH-II (I-

APB"; H-2M") empéche respectivement la division des cellulef3TCD8" (Goldrath and

Bevan, 1999; Kieper and Jameson, 1999) eBTCD4" (Ernst et al., 1999; Viret et al., 1999),

apres transferts adoptif de ces cellules.

Comme nous l'avons déja indiqué, les systemes de transferts de cellules T nécessitent soit
I'utilisation de receveurs irradiés sub-létalement, soit de receveurs immunodéficients. Dans le
cas de l'irradiation, il y a fonte des organes lymphoides et production de facteurs en réponse
au stress cellulaire. L’ensemble de ces caractéristiques peut largement influencer la cinétique
de survie des populations de cellulesCD8" naives injectées. Dans le cas des receveurs
immunodéficients, il est par exemple observé que la récupération des cellules T aprés transfert
est meilleure chez les souris GD3jue chez les animaux RAG-2Cela est sans doute lié en

partie a la conservation de I'organisation des organes lymphoides secondaires (rate, ganglions
lymphatiques) en présence des lymphocytes B. D’ailleurs, des résultats obtenus avec des
receveurs déficients pour la lymphotoximel. T a™), présentant une structure perturbée des
organes lymphoides, confirme I'importance d’une organisation correcte de ces organes pour
I'expansion des lymphocytes T (Dummer et al., 2001).

Les molécules de classe | du CMH peuvent étre considérées comme une ressource essentielle
pour la survie des cellules @3 CD8 naives. Afin de prolonger les études existantes et
élargir le spectre des TCR testés, nous avons cherché a développer un ensemble de souris
receveuses déficientes pour une molécule du CMH-I et déficientes en cellules T, afin d’éviter
'étape d’irradiation avant transfertR€sultats supplémentaires Ainsi, trois lignées de

souris ont été utilisées comme receveuses lors de nos expériences, a savoir les animaux
CD3e”, CDZE" x H-2D"" et CDZ" x H-2K*". Nous avons testé le comportement de cellules

T o CD8 transgéniques restreintes soit par H-28HY, P14, DTg), soit par H-2KOT-1)

ou de populations T CD8 polyclonales. Les transferts chez les animaux £R®nnent

une indication du potentiel de prolifération homéostatique des populations T injectées. La
hiérarchie obtenue montre que le plateau le plus élevé apres 1 mois est atteint par les cellules
T a3 CD8' polyclonales (~20.%, suivi par les cellules OT-1 (=83t P14 (~5.19. Les

cellules aHY et DTg ne s’accumulent que lentement a la périphérie des receveurs, et le

nombre de cellules initialement injectées n’est pas retrouvé. De maniere remarquable, le
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niveau du plateau atteint par les cellules T Tg corréle avec I'expression de marqueurs
d’activation comme CD44, ou I'état d'avancement dans le cycle cellulaire, par exemple au
niveau de I'expression de certaines cyclines (Henrique Vega-Fernandes, observation non
publiée). Dans le méme ordre d'idée, il est intéressant de remarquer I'existence d'une
population SP4 dans le thymus des souris MoOT-1, et de quelques cellules TCO#-4 la
périphérie de ces animaux. La réactivité croisée des TCR considérés est donc un facteur
déterminant pour I'ensemble de ces phénoménes.

Les transferts chez les souris GD3 H-2D*" montrent une dépendance forte des cellules T
aHY, P14 et DTg a leur élément de restriction H:2Dans ces trois cas, le nombre de
cellules T trouvées dans les organes lymphoides secondaires (rate, ganglions lymphatiques)
passe sous la limite de détection en moins de 2 jours. L’effet est ici spectaculairement rapide,
comparé au systtme des souris H-‘20rradiées, dans lesquelles les cellules aHY
disparaissent en deux semaines environ (Tanchot et al., 1997a). De la méme maniere, des
cellules P14 transférées chez des recev@dsi” x H-2DP" x H-2K*" irradiés se
maintiennent pendant 17 jours quasiment sans se diviser, et sont encore détectables apres 40
jours (Murali-Krishna et al., 1999). Notre systéme met donc en évidence de facon beaucoup
plus nette la dépendance des cellulesifff CD8" naives vis-a-vis de leur élément de
restriction, sans doute en évitant la présentation TCR/CMH entre les cellules T injectées
pouvant potentiellement avoir lieu dans les organes atrophiés des receveurs irradiés. Il ne
s’agit pas ici d’'un rejet des cellules T transférées, car autant les cellules T OT-1 que les
populations Taf3 CD8" ou CD4 polyclonales proliferent et s’accumulent dans les receveurs
CD3e” x H-2D", similairement a ce qui est observé avec les receveurs'CD3

Les résultats obtenus lors des transferts chez les sours"GD38-2K>" sont plus complexes.

En effet, I'injection de cellules TaB CD8 ou CD4 polyclonales ne permet pas de
reconstituer un compartiment T périphérique. Ces lymphocytes T polyclonaux se
maintiennent durant 5-7 jours puis sont ensuite rapidement perdues. Un résultat identique est
obtenu apres transfert des cellules OT-1, alors que le profil de division en CFSE montre une
intense activité proliférative d’une partie de ces cellules. Ce résultat est surprenant puisque
I'élément de restriction de ces cellules T est absent. De maniére intéressante, les cellules P14
se divisent de maniére similaire chez les sourise€CD8& CD3” x H-2K*" pendant les 6
premiers jours de la cinétique, puis disparaissent brutalement en I'espace d’une semaine. Elles

sont cependant encore détectables chez certains animaux receveurs pendant plus d’un mois.
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Enfin, les cellules DTg disparaissent graduellement en une semaine, alors que les cellules
aHY se maintiennent pendant au moins deux semaines.

En premier lieu, ces résultats suggeéerent que les cellules T transférées sont rejetées par les
receveurs, les cellules NK étant un bon candidat pour ce phénomene. Cette possibilité est en
cours d’évaluation. Nous avons remarqué que la moléculeHe@Dexprimée plus fortement

chez les animaux CB3 x H-2K™" que chez les souris donneuses ou controlessCD2s

cellules T transférées sont donc potentiellement vues comme perdant I'expression de cette
molécule du CMH. En second lieu, il est intéressant de noter que lintensité du rejet est
directement liée a la capacité des cellules T transférées a engager une prolifération
homéostatique. Ainsi, les populations de cellulesBTCD8" polyclonales ou exprimant un

TCR Tg connu pour sa haute réactivité croisée (OT-1) sont éliminées plus rapidement que les
cellules exprimant un TCR a réactivité croisée moyenne (P14) ou faible (aHY). Ces résultats
demandent a étre complétés, et I'implication potentielle des cellules NK doit étre confirmée

ou non.

F. Perspectives

Une avancée majeure a été accomplie en considérant que les cellules T périphériques ne sont
pas passives, mais doivent au contraire se démener de maniére constante pour assurer leur
survie (Freitas and Rocha, 1997). L’interaction TCR/CMH est impliquée de maniére majeure
dans ce phénomene. Dés lors, il est tentant de penser que la compétition pour les molécules du
CMH-I peut influer sur la survie d’'une population des cellules T ‘CP®ur tester cette
hypothése, nous souhaitons tester I'influence d’une quantité réduite de ressource (molécule du
CMHe-I) sur la survie d'une population de cellulesaf CD8". Pour cela, nous disposons
désormais d’'une lignée de souris dite « Ténack-out> (TétraKO), déficiente pour les

quatre génes CD3 B2m, H-2K et H-2D, c'est-a-dire n’exprimant aucune molécule de
classe | du CMH et ne possédant aucune cellule T. Ces souris seront irradiées puis
reconstituées avec des mélanges de moelle osseuse en partie TétraKO et en pelftie CD3
H-2D"", par exemple. En jouant sur le ratio entre les deux types de moelle osseuse, nous
obtiendrons une gamme de chiméres contenant plus ou moins de cellules exprimarit H-2K

la périphérie. Nous devrions alors pouvoir déterminer, dans cet exemple, la relation entre la
guantité de I'élément de restriction et la survie/expansion des cellules T OT-1 injectées dans

les chimeéres.
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Idéalement, I'ensemble de ces expériences (transferts direct dans les receveurs ou dans les
chiméres) devrait étre mené avec les cellulef3 TCD8" naives, mais également mémoires.

En effet, il existe une certaine controverse sur le fait que les celld@sCD8" mémoires

soient dépendantes ou non des molécules du CMH-I pour leur survie. Dans le modele des
cellules aHY, lorsque des cellules T aHY mémoires sont injectées, en absence de I'Ag, dans
des receveurs irradiés sans cellules3TCD8" (femelles CD8) ou déficients pour I'élément
correct de restriction (femelles H-2D), ces cellules T proliférent et s’accumulent (Tanchot et

al., 1997a). Par contre, le transfert chez des animaux sans molécules de classe | du CMH
(B2m” x H-2D"") montre une disparition des cellules T aHY mémoires (Tanchot et al.,
1997a). Autrement dit, les cellules T aHY mémoires peuvent se maintenir via l'interaction
avec des molécules du CMH-I autres que leur élément de restrictior?.H-Ziude du
comportement des cellulesdB CD8 mémoires générées apres une infection par le LCMV
donne des résultats qui se veulent plus drastiques, puisque ces cellules mémoires peuvent
survivre a long terme (au moins 8 mois) chez des souris rece@méx H-2K>" x H-2D"
(Murali-Krishna et al., 1999). Cependant, le nombre de cellules obtenu est au moins dix fois
inférieur a celui trouvé dans le groupe contrdle (souris intactes pour I'expression des
molécules du CMH-I). La survie CMH-indépendante observée dans ce systeme pourrait donc
ne concerner qu'une minorité de cellules mémoires. Malgré quelques différences dans les
résultats, ces deux études atteignent tout de méme une conclusion similaire, a savoir que les
cellules Taf CD8' naives et mémoires ne possedent pas les mémes prérequis de survie vis-a-
vis des molécules de classe | du CMH.

En somme, I'ensemble des données disponibles sur la survie et I'activation des callfgles T
CD8' indiquent que le seuil de perception des ressources (Ag, molécules du CMH, cytokines)
par les cellules T mémoires est inférieur au seuil de perception des cellules T Figiwes (

18). Le fait que les cellules T aHY mémoires ont besoin pour leur survie d’interagir avec des
molécules de classe | du CMH, mais pas nécessairement avec leur élément de restriction, est
une bonne illustration de cet état de fait. Il est donc probable qu’un signal bien défini sur une
cellule naive ou mémoire donne deux comportements différents. L’élément de restriction du
CMH est nécessaire pour la survie des cellules naives, alors qu’il promeut une forte
prolifération homéostatique des cellules mémoires. Lors d’'une réponse immunitaire, il est
également connu que le cellules mémoires se contentent d’'une quantité moindre d’Ag pour

enclencher une répone immunitaire, comparé aux cellules naives.
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Figure 18: Seuil de perception diiit pour les cellules T CD8" ménoires
Ce schéa donne une vue simpliéiéde la difféence de comportement entre les cellyles
naives et ménoires suivant la face globale dudgnal req. Les cellules T mémoires
perivent de faibles quant#éde ressources, contrairement aux cellulesva®miCela es
notamment le cas dgwérequisde survie, 'Elément de restriction du CMH’étant pas
nécessaire pour la survie des cellules Tnrmoges alors qul est essentiel da survie des
cellules naves.
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Plusieurs mécanismes peuvent expliquer ces différences de sensibilité. Ainsi, il a été décrit
gue I'activation des cellules T induit un changement dans I'organisation de la chromatine, ce
qui permet de « fermer » ou d’« ouvrir » certains locus, notamment ceux codant pour des
cytokines (Agarwal and Rao, 1998; Bird et al., 1998). Ces modifications, notamment le degré
de méthylation de 'ADN, peuvent étre conservées et transmises au cours de la division
cellulaire d'un clone de cellules T mémoires (Fitzpatrick et al., 1998). Des différences entre
cellules naives et mémoires/activées sont également observées au niveau de la ditribution des
molécules de surface et dans I'organisation du cytosquelette (Moran and Miceli, 1998). C’est
notamment le cas de la protéine {¥§6&jui est peu associée au co-récepteur CD8 et distribuée

de maniére homogéne au sein des celluled TD8" naives (Bachmann et al., 1999b). Au
contraire, l'analyse des cellules T activées révéle qu&pe& spécifiquement recrutée au
niveau du co-récepteur CD8 a la membrane. Cette organisation est conservée dans les cellules
mémoires, qui bénéficient du faible « recyclage » cellulaire du co-récepteur CD8 (Bachmann
et al., 1999b). L’ensemble de ces caractéristiques assure sans doute une meilleure réactivité

des cellules T mémaoires, via une machinerie de signalisation plus sensible et plus réactive.
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Summary

We show that the lymphoid hyperplasia observed in IL-2Ra and IL-2 deficient
mice is due to the lack of a population of regulatory cells essential for CD4 T cell
homeostasis. In chimeras reconstituted with BM cells from IL-2Ra deficient donors,
restitution of a population of CD25*"CD4" T cells prevents the chaotic accumulation of
lymphoid cells, and rescues the mice from autoimmune disease and death. The
reintroduction of II-2 producing cells in IL-2 deficient chimeras establishes a
population of CD25°CD4" T cells, and restores the peripheral lymphoid
compartments to normal. The CD25"CD4" T cells regulated selectively the number of
naive CD4" T cells transferred into T cell deficient hosts. The CD25'CD4"/naive CD4
T cell ratio and the sequence of cell transfer determines the homeostatic plateau of
CD4" T cells. Overall, our findings demonstrate that IL-2Ra is an absolute
requirement for the development of the regulatory CD25"CD4" T cells that control
peripheral CD4 T cell homeostasis, while IL-2 is required for establishing a sizeable

population of these cells in the peripheral pools.



Introduction

Several different lines of evidence demonstrate that thymus T cell production
does not determine the number of peripheral T cells. First, in the young adult mouse
T cell production in the thymus largely exceeds the number of cells required to
replenish the peripheral T cell pools. Mice manipulated to have reduced rates of
thymus T cell production can attain normal peripheral T cell numbers (1). Secondly,
in mice grafted with multiple thymuses, the increased thymus mass and T
lymphocyte production does not lead to the proportional increase of the peripheral T
cell pool (2, 3). The number of T cells is also not limited by the peripheral T cell
production capacity. Peripheral T cells in absence of the thymus in thymectomized
hosts (4) or when transferred into T cell deficient hosts are capable of considerable
expansion (5-7). In a normal mouse, there are mechanisms that control both T cell
survival and division in the peripheral pools and keep T cell numbers constant. It has
been proposed that competition for resources or complex cell interactions play a role
in lymphocyte homeostasis (8, 9). The mechanisms involved remain, however,
elusive.

Mutant IL-2Ra”" mice represent a paradigm for perturbed lymphocyte
homeostasis (10). They develop massive enlargement of peripheral lymphoid organs
associated with T and B cell expansion and autoimmune disease (10), indicating that
IL-2Ra is essential for the control of the size of the peripheral lymphoid
compartment. It was generally believed that the defect in IL-2Ra”" mice was cell
autonomous and that IL-2Ra regulated the balance between clonal expansion and
cell death following lymphocyte activation (10, 11). Thus, in the absence of the
negative signals mediated by IL-2Ra, T cells would undergo uncontrolled expansion
(10). However, it was recently shown that when placed in a normal environment

TCR Tg IL-2Ra” cells exhibited normal clonal contraction after Ag-induced



expansion (12) suggesting that AICD is kept and that IL-2Ra signals could also
control bystander T cell activation (12). Alternatively, IL-2Ra could be required for
the development and/or the function of a sub-population of T cells capable of
regulating peripheral T cell homeostasis. Different lines of evidence seem to support
this latter alternative. First, recent findings showing that WT T cells could control the
expansion of IL-2R deficient T cells in mixed BM chimeras, a property attributed to
a population of cytotoxic CD8 T cells (13). Secondly, previous studies have also
shown that antigen-induced expansion of TCR Tg IL-2 deficient T cells could be
controlled by CD25" T cells (14). Finally results indicating that regulatory
CD45RB""CD25*CD4" T cells limit naive CD4 T cell expansion and suggesting that
they may play a role in the control of peripheral T cell numbers (15).

We decided to investigate if populations of regulatory CD25'CD4" T cells (16)
could prevent the chaotic lymphocyte accumulation in IL-2Ra”" mice and control the
expansion of peripheral naive CD4 T cells. We found that CD25'CD4" T cells could

indeed control peripheral T cell accumulation and composition in mouse chimeras

reconstituted with BM cells from IL-2Ra”" mice and rescued these mice from death.
Similarly, Rag2’" chimeras reconstituted with a mixture of BM cells from IL-2Ra and
IL-2 deficient donors remained healthy, and the number and distribution of CD25"
and CD25 CD4 T cells was as in normal mice. To relate these effects to homeostatic
control of the CD4 peripheral T cell pool we examined the selectivity and
quantitative requirements ruling the expansion of naive CD45RB"¢"CD25CD4"* and
CD45RB"CD25"CD4" T cells transferred into CD3g”" T cell deficient host mice (17).
We found that the two cell populations show different homeostatic plateaus and that
CD25"CD4" T cells can selectively inhibit the peripheral expansion of the naive CD4

T cells, but not CD8 T cells in a dose dependent manner.



Materials and Methods

Mice. C57B1/6.Ly5.2 mice from Iffa-Credo (France), B6.CD3¢”" (17), B6.IL-2Ra ™
(10), B6.TCRa”" (18) and C57Bl/6.Ly5.1 mice from the CDTA-CNRS (Orléans,
France), B6.IL-107" (19) from the Jackson Laboratories, and B6.IL-27" (20) from our
breeding facilities or from Dr. A. Schimpl were matched for age (6-12 weeks) and
sex.

Cell sorting and cell transfers. LN cells from the Ly5.2 and Ly5.1 donor mice
were first enriched for CD4" T cells by negative selection using a Dynal MPC6
magnetic cell sorting. Briefly cells were incubated with a cocktail of rat antibodies
directed to mouse B220 (RA3-6B2), Macl (CD11b) and CD8a (53-6.7), all from
Pharmingen (San Diego, CA, USA), followed by Sheep anti rat Ig coated Dynabeads
(Dynal). After removing the positive fraction >90% of the remaining population was
CD4". These cells labeled with the appropriate combinations of anti-CD4
(L3T4/RM4-5), anti-CD45RB and anti-CD25 (784) antibodies were sorted on a
FACStar™ (Becton Dickinson, San Jose, CA USA). The purity of the sorted
CD45RB""CD25CD4" and CD45RB°*CD25'CD4" populations varied from 96-99.9%.

Intact non-irradiated B6.CD3€”" (17) hosts were injected i.v. with the purified
CD4 T cell populations alone or mixed at different cell ratios. By using mice differing
by Lyb5 allotypes we were able to discriminate the cells originating from the different
donor mice. Host mice were sacrificed at different time intervals after cell transfer.
Spleen, inguinal and mesenteric lymph nodes cell suspensions were prepared and
the number and phenotype of the cells from each donor population evaluated. The
total peripheral T cells showed in the results represent the number of cells recovered
in the host’s spleen added to twice the number of cells recovered from the host’s

inguinal and mesenteric LNs.



Labeling with CFSE. Cells were labeled with 5,6-carboxyfluorescin diacetate
succinimidyl ester (CFSE) as described (21). Briefly, sorted CD4* T cells (10’/ml)
were incubated for 10min. at 37°C with CFSE (10puM).

Bone Marrow chimeras. Host 8-week-old Rag2”/'B6 mice were lethally
irradiated (900rad) with a '’Ce source and received intravenously two to 4x10° T cell
depleted BM cells from different donor mice, mixed at different ratios. T cell
depletion (<0.1%) was done in a Dynal MPC6 magnetic sorter after incubating the
BM cells with anti-CD4, anti-CD8 and anti-CD3 biotinylated antibodies followed by
Streptavidin coated Dynabeads. By using donor and host mice that differ according
to Lyb5 allotype markers, we were able to discriminate between the T cells originating
from the different donors.

Flow cytometry analysis. The following monoclonal antibodies were used: anti-

CD3¢ (145-2C11), anti-CD4 (L3T4/RM4-5), anti-CD69 (H1.2F3), anti-CD25 (784), anti
CD45RB, anti-CD24/HSA (M1/69) and anti-TCRB (H57) from Pharmingen (San
Diego, CA, USA), and anti-CD44 (IM781), anti-CD62L (MEL14) from Caltag (San
Francisco, CA, USA). Cell surface four color staining was preformed with the
appropriate combinations of FITC, PE, TRI-Color, PerCP, Biotin and APC-coupled
antibodies. Biotin-coupled antibodies were secondary labeled with APC-, TRI-Color-
(Caltag, San Francisco, CA, USA) or PerCP-coupled (Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA) streptavidin. Dead cells were excluded during analysis according to their light-
scattering characteristics. All acquisitions and data analysis was performed with a
FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA USA) interfaced to the Macintosh
CellQuest software.

Statistical analysis. Sample means were compared using the unpaired ¢ test. In
case the variances of the two samples were considerably different, the data were log-

transformed to see if the variances become more similar. If so, the unpaired ¢ test was



applied to the log-transformed data. Otherwise, Sattertwhaite’s approximation was

applied. Sample means were considered significantly different at p<0.05.



Results.

CD25'CD4" T cells inhibit CD4 T cells from IL-2R0” mice and prevent death
of chimeras reconstituted with BM cells from IL-2Ra” mice. Mutant IL-2Ra”" mice
develop massive lymphocyte accumulation and autoimmune disease (10). It was
proposed that in the absence of negative signals mediated through IL-2Ra T cells
would undergo uncontrolled expansion suggesting that the IL-2Ra”" defect was cell
autonomous (10). We asked if a population of normal T cells could control the
chaotic accumulation of T cells in IL-2Ra”" mice. We examined whether mature

CD25'CD4" T cells could alter the number and state of activation of CD4 T cells in
B6.Rag2”" chimeras reconstituted with 100% BM cells from B6.IL-2Ra”" donors.
Using these BM chimeras rather than intact B6.IL-2Ra”" mice allowed us to increase
the number of mice studied. We found that all chimeras injected exclusively with BM
cells from B6.IL-2Ra”" donors died within 40-50 days (fig. 1A), with overt signs of
runting, anemia and, in some mice, lymphoid hyperplasia (up to 300x10°
lymphocytes). In contrast, the BM chimeras that received 10° CD25'CD4" T cells from
normal B6.Ly5.1 donors 2 weeks after BM reconstitution were all alive 6 months later
(fig. 1A and not shown). The effects of the CD25'CD4" T cells were time dependent
since only 50% of the chimeras survived if we delayed their transfer to 4 weeks after
BM injection (fig. 1A). These differences suggest that either control of T cell numbers
is more efficient earlier when the number of peripheral IL-2Ra”" T cells is lower or it
may require the continuous presence of “regulatory” T cells at the onset of T cell
production. The surviving chimeras remained healthy, the hematocrit levels were
normal (40-45%) and the total number of T cells was similar (47.1£7.7 and 81+9.7x10°
for the two groups of BM chimeras injected with CD25°CD4" T cells respectively) to
control mice (40-60x10° CD4 T cells). The composition of the peripheral LN T cells

was as in normal mice comprising 5-10% of CD45RB°“CD25'CD4* T cells, all of



B6.Ly5.1 origin, and 50-60% of non-activated CD45RB"8"CD25CD4" T cells all from
IL-2Ra™ origin (Fig. 1B). This is in contrast to donor IL-2Ra”" mice where most
(>80%) T cells have an activated phenotype (10)(not shown). We should point out
that the transfer of up to 2x10° CD25CD4" T cells did not rescue the CD25"" BM
chimeras (not shown).

To test if the production of “regulatory” T cells by the thymus could also

control the chaotic peripheral accumulation of IL-2Ra”" T cells, lethally irradiated

lymphopenic B6.Rag2”’" mice were reconstituted with a mixture of T cell depleted BM

cells. In brief, 50% of the injected BM cells were from B6.Ly5.2IL-2Ra”" donors and
the remaining 50% from B6.Ly5.2.TCRa”" (unable to generate T cells) and normal
B6.Ly5.1 donors mixed at different ratios. By keeping the fraction of cells from IL-
2Ra”" donors in the injected BM cohort at 50%, we fixed the rate of production of IL-
2Ra™”" T cells in all chimeras studied. Thus, the resulting chimeras should all have the
same number of peripheral IL-2Ra”" T cells (1). By mixing BM cells from B6 normal
and B6.TCRa " donors, we reduced the number of competent precursors available for
thymus colonization and regeneration, as the normal competent precursor cells are
diluted among incompetent precursors from the TCRa™" mutant donors (1). With this
strategy, we could evaluate the role of different numbers of normal T cells in the
control of a fixed number of IL-2Ra”" T cells. We found that all the chimeras that
could only generate IL-2Ra”" T cells, i.e. which received 50% BM cells from B6.IL-
2Ra”" donors and 50% of BM cells from B6.TCRa”" donors, died 40-50 days after
reconstitution (fig. 2A). The presence of 5% cells from normal donors in the thymus
of the chimeras was sufficient to rescue 80% of the mice (fig. 2A). The presence of 10
or 50% of normal cells rescued 100% of the chimeras. As expected at the periphery of
the 50:50 B6.Ly5.2IL-2Ra”"/B6.Ly5.1 chimeras the representation of the two types of
donor cells remained unchanged both in the thymus and in the peripheral T cell

pools (not shown). In the surviving BM chimeras, containing a fraction of cells from
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normal donors, the total number of peripheral T cells and the relative distribution of
the CD25" and CD25 CD4 T cell subsets were as in normal mice (fig. 2B). Thus, a

developing population of normal CD4 T cells controlled the accumulation and state

of activation of the IL-2Ra™" T cells. These results show that the lethal accumulation
of peripheral T cells in IL-2Ra”" mice is not cell autonomous, but due to the lack of a
population of CD4" T cells essential for peripheral T cell homeostasis. We
demonstrated that expression of the IL-2Ra chainis required for the generation of
this population of regulatory CD4 T cells.

Control of T cell numbers in IL-2/IL-2Ra” BM chimeras. With age, IL-2"
mice develop fatal IBD and lymphocyte proliferation (20). The peripheral T cell
compartments of these mice show overt signs of T cell activation and lack a well-
defined population of CD25%, which never exceeds 1-2% of the CD4" T cells (14, 22).
We investigated whether the CD25'CD4"* T cells from IL-27" mice could rescue the
defects of CD4 T cell homeostasis observed in IL-2Ra”" mice. We reconstituted
lethally irradiated lymphopenic B6.Rag2’" mice with a 50:50 mixture of T cell
depleted BM cells from B6.IL-2Ra”" and B6.IL-2”" donors. Control mice received BM
cells from either B6.IL-2Ra”" or B6.IL-2”" mice equally mixed at 50:50 with BM cells
from B6.TCRa ™" donors. The presence of 50% of BM cells from IL-2"" donors rescued
the totality of the IL-2Ra”" BM chimeras (fig. 3A) and restored the CD4 T cell
populations to normal. In the peripheral T cell pools of these chimeras, the number
and the distribution of CD25" and CD25 CD4 T cells was as in normal mice (fig. 3B).
Thus, in presence of IL-2 the hematopoietic precursors from IL-2 deficient donor
mice generated a stable population of mature peripheral CD25*CD4" regulatory T
cells able to control the homeostasis of the CD4 T cell compartment. Upon secondary
transfer, this population of IL-2""CD25'CD4" cells was able to rescue B6.IL-2Ra™
chimeras (not shown). Chimeras injected with BM cells from B6.IL-2/" donors alone

show a normal number of CD25" and CD25 CD4 T cells (not shown). This finding
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indicates that in Rag2”" hosts, resident non T cells can provide a source of
endogenous IL-2 (23) sufficient to compensate for the lack of its production by the IL-
27 hematopoietic cells. Overall, these results demonstrate that IL-2 is required for the
establishment of a stable population of CD25'CD4" regulatory T cells in the
peripheral pools. In absence of this population control of CD4 T cell numbers is lost
and the mice develop lymphoid hyperplasia and autoimmune diseases. In overall,
these findings indicate that populations of CD25" and CD25 CD4 T cells may have
different homeostatic properties and that they may regulate each other. We decided
to investigate this possibility using a cell transfer strategy.

Fate of naive CD4" and CD25"CD4" T cells transferred into T cell deficient
hosts: different homeostatic plateaus. Peripheral T cells when transferred into T cell
deficient hosts are capable of considerable expansion (5-7), but their number is
controlled at a homeostatic plateau. To investigate the homeostasis of peripheral
CD4" T cell sub-populations, different numbers of purified CD4" cells, that is
CD45RB"¢"CD25, CD45RB"CD25 and CD45RB““CD25" cells were intravenously
transferred into syngeneic CD3¢”" T cell deficient hosts. In hosts receiving as few as
5x10° and as many as 10° cells CD45RB"#"CD25CD4" T cells (from now on referred to
as naive CD4) expanded to reach stable equilibrium at about 1-2x10” cells, 10-12
weeks after transfer (fig 4). In mice injected with the same number of
CD45RB""CD25"CD4" T cells (from now on referred to as CD25'CD4"), these cells
also expanded but reached equilibrium at ten fold lower values ie. at 1-2x10°
cells/hosts (fig. 4). Transfer of increasing numbers (>10°) of cells did not modify the
final cell recovery (not shown). These results indicate that naive CD4" and
CD25'CD4" T cells are both able to expand and accumulate at the periphery, but their
final number is regulated at different homeostatic plateau levels. It should be noted
that at later times after transfer mice injected with naive CD4" T cells developed a

wasting autoimmune disease and eventually died (>15 weeks), while hosts of
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CD25'CD4" T cells remained healthy (not shown). Total non-separated LN CD4" T
cells containing 10% CD25" cells expanded to a plateau of about 1-2x107 cells, but fail
to develop signs of wasting disease (not shown). Activated CD45RB**CD25CD4" T
cells expanded to similar plateaus as naive CD4" T cells (not shown).

Sequential and secondary cell transfers. Cellular competition and the presence
or absence of resident T cell populations can alter the peripheral fate of newly
arriving thymus emigrants (8, 9, 24). To truly establish the homeostasis of the
transferred peripheral T cells we asked if the presence of a resident T cell population
could interfere with the expansion of a second newly injected cell population or
whether the injection of a new population could modify the fate of a resident
population. We “parked” 5x10* Ly5.1 naive CD4" T cells in different hosts. Seven
weeks later, each host received the same number of a second population of Ly5.2
naive CD4" or CD25"CD4" T cells. Age matched control mice received either the first
or the second population alone. We sacrificed the mice at 7 (before the 2 injection)
or 14 weeks after the first injection. After transfer, naive T cells acquired a CD45RB""
activated/memory phenotype, but only a few (1-2%) became CD25°" (not shown). In
mice injected sequentially with two populations of naive CD4" T cells, the expansion
of both populations was limited through competition and they shared the peripheral
compartment of the host (fig. 5A). The total T cell recovery was the same as in mice
injected with either population alone (about 2x107). The transfer of 5x10*
CD45RB"CD25*'CD4" cells into mice injected 7 weeks before with CD45RB"8"CD25’
CD4" cells suppressed significantly (p<0.001) further expansion of the established
5x10° CD45RB"8"CD25CD4" derived T cell population (fig. 5B). The total T cell
recovery diminishes accordingly. The number of cells recovered from the second
population of CD45RB*CD25*CD4" T cells did not change. These results show that a
limited number (5x10*) of newly transferred CD45RB*CD25'CD4" T can suppress

the expansion of an abundant (5x10°) population of resident CD4" T cells.
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We also parked 5x10* Ly5.1 CD25°CD4" T cells. Seven weeks later, each host
received 5x10* Ly5.2 naive CD4" or CD25'CD4" T cells. The transfer of a second
population of CD45RB**CD25'CD4" T cells did not significantly modify the number
of the established cells. The resident cells were able to persist and the new cells were
able to accumulate as in non-injected hosts (fig. 5C). In the mice hosting the first
population of CD25"CD4" T cells, newly transferred naive CD4" T cells expanded and
induced a 3-4-fold increase (p<0.01) in the number of resident CD4 T cells from
CD25'CD4" origin (fig. 5D). These results show that newly injected naive CD4" T
cells helped the growth of the progeny of CD25'CD4" T cells (p<0.01). In contrast, the
resident CD25'CD4" T cell progeny do not significantly (p=0.5) inhibit the growth of
newly transferred naive CD4" T cells. In hosts that received CD25"CD4" cells, only
about 30% of the recovered T cells remained CD25" (not shown). This could represent
true phenotypic changes or the expansion of a few contaminant CD4 T cells in the
injected CD25" population. We investigated the suppressive capacities of the resident
cells that express or not CD25. For this purpose CD25'CD4" T cells were parked for 7
weeks in host mice. At the end of this time period CD25'CD4" T cells and
CD45RB"CD25CD4" T cells derived from the parked population were injected
alone or co-injected with naive CD4" T cells from different Ly5 donors into secondary
CD3¢” hosts. While the re-sorted CD25" cells retained the capacity to suppress the
growth of naive CD4" T cells (p<0.001), the suppressive capacity of the re-sorted
CD25 cells was absent or reduced (p=0.21) (fig. 6). These results suggest that the
suppressor effects correlate with the surface expression of CD25.

CD25'CD4" T cells inhibit peripheral expansion of naive CD4 T cells. We
showed that CD25'CD4" T cells could control chaotic accumulation of IL-2Ra™" T
cells. We decided to investigate whether they could also control the homeostatic
plateau of naive CD4 T cells transferred to T cell deficient hosts. We quantified both

the numbers of cells involved and the selectivity of the interactions. We transferred
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10* purified naive Ly5.1 CD4" T cells or CD8 T cells alone or co-injected with variable
numbers of Ly5.2 CD25"CD4" T cells, ranging from 3x10° to 10°, into CD3¢”" hosts
(fig. 7A-B). We found that the CD25"CD4" T cells limited the accumulation of naive
CD4" T cells (15) and that their suppressive effects were dose dependent (fig. 7A).
Increasing numbers of CD25'CD4" T cells progressively suppressed the expansion of
the co-transferred naive CD4" T cells and at a 10:1 cell ratio we recovered 10 fold less
T cells from naive CD4" origin (p<0.005). Total T cell recovery diminished according
to the level of suppression that is, overgrowth of the co-injected CD25'CD4" T cells
did not compensate for the lack of expansion of the naive T cells (p-NS)(fig. 7B). We
also found that CD25"CD4" T cells did not affect the growth of co-injected total LN
CD8 T cells (p=0.4) (fig. 7C), indicating that their inhibitory effects are lineage
specific. By varying either the number of T cells injected, or the ratio CD25"/CD25 T
cells we found that the number of T cells from naive CD25CD4 origin recovered was
not dependent on the number of cells transferred, but determined by the
CD257/CD25 ratio present in the inoculum (fig. 7D). These results raised the
possibility that the CD25"CD4" T cells might have blocked division of the naive CD4"
T cells. To test this possibility we compared the fate of CFSE labeled naive T cells
transferred alone (fig. 7E, top) or in the presence of an excess of CD25" cells (fig. 7E,
bottom). Three days after transfer (fig.7E), the patterns of dilution of the CFSE
labeling were similar in both groups of mice and we recovered an identical number
of cells in the two groups of host mice (not shown). At day 10, the majority of the
transferred cells were CFSE indicating that these cells underwent several rounds of
division. The fraction of CFSE" cells was however higher and we recovered 27 fold
more CD4 T cells in the mice injected with naiveT cells in absence of CD25" cells (fig.
7E). The differences in total cell recovery could be due to either an increase in cell
survival or to an increase in the rate of cell division of the CD4'CD25 naive T cells

when transferred alone. Thus, the present results do not allow discriminating
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between these two possibilities or if the increase of the number of cells corresponds
to an increased fraction of cells that enter cell cycle or to a reduced cell cycle time.
Studies on the Annexin V labeling of the transferred populations were not conclusive
(not shown). On the whole these results indicate that the suppressive effects are not
obtained through complete block of proliferation, but do not allow us to distinguish
whether they affect the rate of cell expansion or the survival (accumulation) of the
newly generated T cells. In contrast, we found that activated CD45RB**CD25CD4"* T
cells did not control expansion of naive CD4 T cells (not shown).

CD25'CD4" T cells inhibit peripheral expansion of IL2Ra™ CD4 T cells.
Finally, we studied whether the same forms of interaction also applied to
populations of CD4 T cells from IL-2Ra”" and IL-2”" mice. We found that CD25*CD4"
T cells from normal donors inhibited the expansion of the CD4" T cells from IL-2Ra ™"
mice transferred into CD3¢”" hosts (p<0.05) (fig. 8A). Similarly, naive CD4" T cells
from IL-2’" origin expanded and were suppressed (p<0.01) while CD25°CD4" T cells
from IL-2” mice slightly suppressed the expansion of naive CD4" T cells from
normal donors as well as CD25°CD4" T cells from normal donors at a 1:1 cell ratio
(fig. 8B). Altogether, these findings suggest that the control exerted by the

CD25'CD4" T cells on the accumulation of peripheral CD4 T cells in the IL-2Ra™" is

due to their ability to regulate peripheral CD4 T cell homeostasis.
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Discussion

Peripheral T cells, in absence of a thymus (4, 25) or when transferred to T cell
deficient hosts (5, 7, 26) are capable of considerable expansion. The sequential
transfer of a T cell population into successive hosts has shown that one T cell can
generate up to 10" cells (7). This indicates that in a normal mouse peripheral T cell
division is limited by mechanisms that probably include resource competition and
complex cell interactions (9). We studied the role of T cell interactions in the control
of the number of peripheral CD4" T cells. In particular, we investigated if CD25"CD4"
T cells, which exert regulatory functions (27-32), could also govern peripheral CD4" T
cell homeostasis.

IL-2R0”" mutant mice are reported as a paradigm for perturbed lymphocyte
homeostasis (10). It was generally believed that the lack of the IL-2Ra impaired
activation-induced cell death (AICD) in vivo (10) modified the balance between
clonal expansion and cell death and resulted in a deregulation of both the size and
content of the peripheral lymphoid compartments. The primary uncontrolled T cell
activation leaded subsequently to secondary policlonal B cell activation and auto-
antibody production. Recent findings have shown, however, that when placed in a
normal environment TCR Tg CD25"" T cells exhibited a significant reduction in Ag-
induced expansion due to normal AICD (12). This observation was interpreted as
indicating that the regulatory role of IL-2Ra signals was mediated through the
control of bystander T cell activation (12). We now demonstrate that, the chaotic
lymphocyte accumulation developed in adult IL-2Ra”" mice is not cell autonomous:
it is due to the lack of a T cell population essential for the homeostasis of peripheral T
cell numbers. Two main lines of evidence support this conclusion. First, the presence
of a limited number of CD25" CD4" T cells rescues mouse chimeras reconstituted

with BM from IL-2Ra”" mice from chaotic lymphocyte accumulation, policlonal B

and T cell activation and death and restores the peripheral lymphoid compartment to
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normal. Secondly, we show that CD25"CD4" T cells inhibit peripheral expansion of
CD4 T cells from IL-2Ra”" mice transferred into T cell deficient adoptive hosts.
Moreover, by using IL-2 deficient mice, which also develop lymphoid hyperplasia
and autoimmunity late in life (20), we show that IL-2 is required for the
establishment of a stable and sizeable population of peripheral CD25'CD4*
regulatory cells. Thus, IL2-Ra /IL-2 signals are not involved in control of bystander
activation, but are instead required for the generation and peripheral
expansion/survival of a population of regulatory CD4 T cells essential for peripheral
CD4 T cell homeostasis.

We further dissected and quantified the type of cell interactions involved in
peripheral homeostasis by following the fate of separated populations of CD4 T cells
transferred into immune-deficient hosts (7). We found that after transfer into CD3g”
T cell deficient hosts purified naive CD4" T cells expanded to reach a stable plateau at
about 1-2x10 cells, independently of the number of injected cells. When a second
population of naive CD4" cells was transferred into the same hosts, the growth of
each population was limited and the total T cell recovery was the same as in mice
injected with only one population. We did not observe an overt advantage of either
the tenant or the newcomer cells. These findings confirmed that cellular rivalry could
alter the fate of T cells at the periphery (8, 9, 24) and attested that the expansion of the
transferred naive CD4" T cells is under homeostatic control (7). We found that the
accumulation of the CD25'CD4" T cells in T cell deficient hosts is limited by a
homeostatic plateau which singularly operates at values ten fold lower than for total
CD4" or naive CD4" T cells, i.e. at 1-2x10° cells/host. We confirmed by the co-transfer
of these two T cell populations that the presence of CD25'CD4" T cells limited the
expansion of the naive CD4" T cells (15). Total T cell recovery diminished accordingly
to the levels of suppression thus, excluding the presence of competition between the

two populations.
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We expanded these observations and showed that the inhibitory effects were
dose dependent and lineage specific, as they did not affect naive CD8" T cell
expansion in vivo. However, lineage specificity seems dependent on the
experimental conditions, as CD25"CD4" T cells were shown to control memory but
not naive CD8" T cells (33) and to suppress both CD4" and CD8" T cell activation in
vitro (34, 35). Suppression of naive CD4" T cell growth was obvious when the
number of CD25"CD4" T cells exceeded the number of the naive CD4" T cells by a
factor of ten, less noticeable and variable when the two populations were present at
similar numbers. Thus, the physiological relevance of the CD25"CD4" T cells could be
arguable since in normal mice their number rarely exceeds 10% of the total CD4" T
cell pool. However, upon sequential cell transfers we found that the injection of a
limited number (5x10') of CD25'CD4" T cells arrests the growth of an expanding
population of 5x10°resident naive CD4" derived T cells. More importantly, a limited
number of CD25'CD4" T cells rescues mice reconstituted with BM cells from IL-2Ra ™
donors, controls the chaotic T cell accumulation and reestablishes a peripheral T cell
pool with a normal sub-population composition. Thus, the suppressive effects
mediated by the CD25"CD4" T cells have physiological relevance since they were also
obtained at physiological ratios of CD25" to CD25. The changes in effectiveness
observed between the different experimental protocols and schedules of injection
may be due to the different fraction/number of activated cells to be suppressed.
Immediately following transfer, most naive CD4 T cells are activated while later,
near steady state equilibrium, only a fraction proliferates (7). Alternatively they
could be due to the different capacity of the regulatory cells to suppress homeostatic
proliferation, occurring in the cell transfer experiments, and natural T cell
proliferation and reconstitution, occurring in the BM chimeras. Finally, the homing of
the CD25"CD4" T cells could also differ between the different experimental protocols

used. In experiments where the CD25"CD4" T cells were transferred at the same time
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as the naive CD4 T cells, differential homing abilities of the two populations could
explain the apparently too high CD25"/CD25 ratio needed in the co-transfer
experiments. The homing of the CD25"CD4" T cells could be favored by the presence
of activated T cells in the periphery of the host mice as it could happen in the
sequential transfer experiments.

How do the CD25"CD4" T cells regulate homeostasis of naive CD4" T cells? In
order to investigate the possible effects of CD25°CD4" T cells in blocking the
proliferation of CD25 cells, we have transferred CFSE labelled CD25CD4" T cells
alone or with an excess of CD25'CD4 regulatory T cells (Fig 7E). The dilution of CFSE
labelling observed in both situations is similar, but the accumulation of cells
observed in the CFSE negative fraction of cells accounts for the differences in the
number of cells recovered. Thus, homeostatic proliferation could be said to occur in
both situations but its extent could be limited only when CD25'CD4" regulatory T
cells are present. The possibility that CD25"CD4 regulatory T cells are capable of
inhibiting the extent of homeostatic proliferation suggests the interesting possibility
that the observed regulation of self-reactive responses is just a side effect of a broader
function of these cells in the control of peripheral T cell numbers. If these cells control
the magnitude of expansion of all naive CD25CD4" T cells, this may also include
expansion of self-reactive clones present within that population. However, the
opposite can also be true and the control of self-reactive responses may result in the
control of total cell numbers recovered. In this study, we show that the presence of
Treg cells prevents the activation of CD4 T cells from CD25" origin including self-
reactive clones and allows the establishment of a normal size naive peripheral T cell
compartment; and that upon sequential cell transfer the CD25"CD4" regulatory T
cells suppress the expansion of activated T cells engaged in homeostatic

proliferation, reducing the number of cells recovered.
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It has been shown that IL-10 mediates the regulatory functions of the
CD25'CD4* T cells (28, 36-39), but in vitro studies have excluded the role of IL-10 in
CD25+ T cell mediated suppression (40). We examined the role of IL-10 in the
suppression of T cell proliferation in vivo and in contrast to a previous report (15),
we found that CD25'CD4" T cells from IL-10”7" mice inhibit the expansion of naive T
cells as effectively as CD25" cells form wild-type mice (not shown). This indicates
that the effects of the CD25"CD4" T cells on T cell expansion are IL-10 independent.
We confirmed, however, that CD25* cells from IL-107" mice failed to protect against
the wasting disease induced by the naive CD4" T cells (not shown). TGFf has also
been implicated in IBD protection and recent claims suggest that it may play a role in

T cell homeostasis (41-43). However, we found that both naive and activated CD4 T

cells expressed similar levels of mRNAs for the three sub-forms of TGFf (not shown).
Moreover, CD25" T cells from TGFp-deficient mice are referred to be suppressors
(44). We also found that CD25'CD4" cells from TNFa” and LTa”" mice inhibit
expansion of naive T cells (not shown) excluding their role in this process. By using
Ipr and gld mutant mice, we excluded a possible role of Fas/FasL interactions in these
processes (not shown). The possible involvement of CTLA-4 in T cell homeostasis is
also unlikely, as it has also been shown that CD25"CD4" T cells from CTLA-
4—deficient mice exhibit suppressor activity (45). Recent results implicating the GITR
(TNFRS18) in the regulatory activity of the CD25" T cells (46, 47) are not conclusive
(44). Other possibilities are under investigation.

The suppressive capacity of the CD25'CD4" T cells while maximal upon
injection was virtually lost when these cells were parked for two months in the hosts.
It is possible that regulation of existing and newly transferred cells differs, and/or
that “parked” cells may evolve functionally. Upon secondary transfer, we showed
that the “parked” CD25'CD4" T cell retained their suppressive abilities. Our in vivo

observations contrast with recent in vitro data showing that T cells having lost CD25
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expression suppress expansion of naive CD4 T cells (48). This apparent discrepancy
may simply reflect differences in the in vitro and in vivo behavior of the Treg cells.
Other reports have shown that the CD25" cells progeny of in vivo activated naive
CD4" T cells were not able to confer effective protection of disease (49) or to control
in vitro T cell proliferation (40). Moreover, CD25CD4" thymocytes when transferred
to immune-deficient hosts cannot generate a Treg cell population and induce
autoimmune disease (50). In addition, the autoimmune manifestations that occur in
neonatal thymectomyized mice (Day3) correlate with the absence of CD25'CD4" T
cells and the reintroduction of CD25" cells generated in 3d old Tx mice was unable to
prevent disease (40), which could be avoided by CD25°CD4" T cells from normal
donors (28). These observations indicate that the regulatory functions may be a
property of a specific cell sub-population, but that inside this sub-population these
functions correlate with the expression of the CD25 marker and may require
continuous T cell stimulation (27, 32). The inhibitory effects may require direct T to T
cell interactions (40) or act via a third party presenting cell. We found that the initial
CD25%/CD25 ratio strictly determined the final number of CD4 T cells, suggesting a
direct relationship between the two populations. Inhibition does not seem to require
antigen specificity or mutual cognate recognition by the interacting cells since in
vitro the two populations do not need to recognize the same ligand (51).
Maintenance of the antigen-specific regulatory cells seems to require, however, the
continuous presence of the antigen (32).

To the question of whether the “regulatory” cells may represent a separate
CD4" T cell lineage (52) the answer is yes. The IL-2Ra”” mutant mice lack these cells.
The transfer of a limited number of CD25°CD4" T cells in mouse chimeras
reconstituted with BM cells from IL-2Ro”" mice prevents lethal lymphocyte
accumulation. Delayed transfer of the CD25'CD4" cells was, however, less effective

in protection, stressing the importance of regulatory/naive cell ratios at the time of
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the initial peripheral seeding. The presence of as few as 5% cells from a normal donor
developing in the thymus of the chimeras suffices to reestablish full control of the
number and state of activation of the peripheral CD4 IL-2Ra”" T cells. It has been
shown that CD25'CD4" T cells are generated in the thymus (38, 50, 53). Our findings
support this claim. We also found that transferred CD25"CD4" T cells can persist for
prolonged periods in absence of the thymus, as observed in the IL-2Ra”" BM
chimeras. Thus, these cells can be either long-lived or able of self-renewal at the
periphery. Interestingly, in the different mixed IL-2Ra”"/normal BM chimeras, the
number of peripheral CD25°CD4" T cells was the same, independently of the fraction
of normal cells present in the BM inoculum. IL-2 deficient mice lack a significant
number of CD25°CD4" cells at the periphery (38) and develop lymphoid hyperplasia
and IBD (20). Recent studies suggested that disturbed peripheral homeostasis in IL-2
deficient mice resulted from either an IL-2 dependent AICD defect and/or the lack of
CD25'CD4" regulatory cells (14). We found that IL-27" derived cells rescues the IL-
2Ra”" BM chimeras from death and that in these chimeras the number and the
distribution of CD25" and CD25 CD4 T cells in the peripheral T cell compartments
was as in normal mice. Thus, in presence of IL-2, the BM precursors from IL-2
deficient donor mice generated a well-defined population of CD25"CD4" regulatory
T cells capable to control the number of CD4 T cells in the peripheral compartments.
These findings suggest that IL-2 is required for the peripheral survival and
maintenance of the subset of the CD25" regulatory cells produced by the thymus.
Production of IL-2 by proliferating CD4 T cells may also contribute to the survival of
the regulatory cells. Thus, we may envisage a feedback loop in which expanding
naive CD4 T cells contribute to their own regulation. The role of IL-2/IL-2R
interactions in T cell homeostasis is further supported by results showing that IL-

2RB™" T cells in mice reconstituted with a mixture of IL-2RB™ T and IL-2RB* BM cells

did not expand or develop into an abnormally activated stage (13). In this last study,
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however, the cells responsible for the homeostatic control were believed to be CD8 T
cells (13) and not the CD25'CD4" T cells that we now identified as capable of
controlling IL-2Ra deficient T cells. It is possible that other cell populations
contribute to regulate peripheral T cells pools.

In summary, we demonstrate the role of T cell interactions in the control of the
size of the peripheral CD4" T cell pool. We show that homeostasis of peripheral CD4"
T cells follows sub-population structure, CD25°CD4" T cells limiting the
accumulation of dividing naive CD4" T cells. We found that IL-2Ra deficient mice
lack a sub-population of regulatory cells essential for CD4 T cell homeostasis.
Adoptive replacement of the CD25°CD4" T cell population prevents the chaotic
accumulation of lymphoid cells in the peripheral compartments of IL-2Ra deficient
mice. It also prevents the subsequent policlonal T and B cell activation, autoimmune
hemolytic anemia and IBD observed in IL-2Ra™ mice (10). We also show that IL-2
deficient mice also lack a sizeable population of CD25'CD4" T cells that expands in
presence of IL-2 to control autoimmunity and lymphoid hyperplasia in IL-2Ra
chimeras. To conclude, we show that the mechanism by which IL-2Ra and IL-2 play
an essential role on T cell homeostasis is by shaping a population of CD25'CD4"
regulatory T cells that control peripheral CD4 T cell numbers. We demonstrate that
IL-2Ra is an absolute requirement for the generation of the regulatory cells. These
cells generate in the thymus in the absence of IL-2, but require IL-2 to establish a

stable functional population in the peripheral compartments.
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Figure Legends:

Figure 1 — A) Lethally irradiated B6.Rag2’" mice were reconstituted with 4x10°
BM cells from B6.Ly5.2IL-2Ra”" and were left alone (10 mice) or received 10°
CD25'CD4" T cells from normal B6.Ly5.1 donors 2 (9 mice) or 4 weeks (8 mice) after
BM reconstitution. Results show the time of survival of the chimeras reconstituted
with BM cells from B6.Ly5.2IL-2Ra " alone (e ), injected with CD25*CD4" T cells from
normal B6.Ly5.1 donors 2 weeks (m) or 4 weeks (A) later. B) Phenotypic
characterization of the peripheral LN CD4 T cells in a chimera reconstituted with BM
cells from B6.Ly5.2IL-2Ra” that received 10° CD25'CD4" T cells from normal
B6.Ly5.1 donors 2 weeks later. Chimeras were sacrificed for FACS analysis 16-20
weeks after BM transfer. Similar results were obtained in the remaining 8 mice from
the same group.

Figure 2 — A) Lethally irradiated B6.Rag2”" mice were reconstituted with 4x10°
cells from a mixture of 50% BM cells from B6.Ly5.2IL-2Ra”" and 50% of BM cells
from B6.Ly5.2.TCRa” and normal B6.Ly5.1 donors the latter mixed at different
ratios. Results show the time of survival of the chimeras reconstituted with 50% BM
cells from B6.Ly5.2IL-2Ra”" and 50% of BM cells from B6.Ly5.2.TCRa” (e ), 50% BM
from B6.Ly5.2IL-2Ra™", 45% BM from B6.Ly5.2.TCRa”" and 5% BM from normal
B6.Ly5.1 (A), 50% BM from B6.Ly5.2IL-2Ra™", 40% BM from B6.Ly5.2.TCRa”" and
10% BM from normal B6.Ly5.1 (0), 50% BM from B6.Ly5.2IL-2Ra”" and 50% BM
from normal B6.Ly5.1 (m). Number of mice/group: 9. B) Dot plot shows the
frequency of CD25"CD4" T cells in the lymph nodes of chimeras reconstituted with
50% BM from B6.Ly5.2IL-2Ra”" and 50% BM from normal B6.Ly5.1. Similar results
were obtained in the other chimeras.

Figure 3 - Lethally irradiated B6.Rag2’" mice were reconstituted with ~1x10°
cells from a mixture of 50% BM cells from B6.IL-2Ra”" and 50% of BM cells from

B6.IL-27". Control chimeras received a mixture of 50% BM cells from B6.IL-2Ra™" or
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B6.IL-27"and 50% of BM cells from B6.Ly5.2.TCRa”". A) Results show the time of
survival of the chimeras reconstituted with 50% BM cells from B6.IL-2Ra”" and 50%
of BM cells from B6.IL-27" (m), 50% BM cells from B6.IL-2Ra”" and 50% of BM cells

from B6.TCRa ™" (e), 50% BM cells from B6.IL-27" and 50% of BM cells from B6.TCRa"

/" (not shown). Note that the transfer of lower numbers of precursor cells delayed
lymphoid reconstitution and death (compare to fig. 2A) of the host mice injected with
BM cells from B6.IL-2Ra”" and from B6.TCRa ™ donors. Number of mice/group: 9. B)
Phenotypic characterization of the peripheral LN CD4 T cells in a chimera
reconstituted with BM cells from B6.IL-2Ra”" and B6.IL-27" donors. Similar results
were obtained in the remaining mice from the same group.

Figure 4 - Expansion capacity of CD4 T cell populations of C57BL/6 mice.
Different numbers of purified naive CD4" and CD25'CD4" T cells (1000-100000) were
transferred into CD3¢”” mice. The results show the number of CD4 T cells recovered
10-11 weeks after transfer in the spleen and LN of each individual host (the mean
value is also shown).

Figure 5 - Sequential cell transfers. A) T cell deficient mice were injected with
5x10* naive CD4" and 7 weeks later they received 5x10" naive CD4" T cells which
differ in the Ly5 allotype. All mice were sacrificed 14 weeks after the first injection.
Control mice received either the first (left column in each quadrant) or the second
(right column in each quadrant) population alone and were killed 7 weeks after
transfer. Note that the hosts were age matched, i.e. recipients were injected with the
tirst population at 7 weeks of age and received the second population at 14 weeks of
age, a difference which may explain the greater growth of the second cell population
when transferred alone. B) As for A), except that the mice were injected first with
5x10* naive CD4" and seven weeks later they received 5x10* CD25'CD4" T cells.
Ditferences between CD25 derived cells at 14 weeks in absence or in presence of V

cells were highly significant (p<0.001). C) As for A), except that the mice were
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injected first with 5x10* CD25*'CD4" and later CD25*CD4" T cells. Results show the
mean+sem (4-5 mice/group) of the number of cells recovered from the first (open
bars) or the second (full bars) injected population. D) As for A), except that the mice
were injected first with 5x10* CD25'CD4" and later 5x10* naive CD4" T cells. The use
of Ly5 different T cells allows the easy identification of T cells from each donor
population.

Figure 6 - Secondary cell transfers: 10* naive CD4" Ly52 T cells were
transferred alone or co-injected with 5x10* of either CD25" and CD25 Ly5.1 T cells
recovered from mice injected 7 weeks before with 3x10* CD25*CD4" Ly5.1 T cells.
Control mice were injected with CD25" and CD25 Ly5.1 T cells alone. A) Results
show the total number of CD4 T cells from naive CD4"Ly5.2 origin. The mean value
is also shown. B) Shows the total number of Ly5.1 T cells recovered in mice injected
with CD25" (o) and CD25 (A) cells recovered from mice injected 7 weeks before
with 10* CD25"CD4" Ly5.1 T cells alone or co-injected with naive CD4'Ly5.2 (see A).
The mean value is also shown.

Figure 7 - A) A population of 10000 naive CD4" cells was transferred alone or
mixed with increasing numbers of CD25'CD4" cells from different Ly5 allotype
congenic donors into CD3g”" hosts. Results show the number of CD4 T cells from
naive CD4" origin recovered 8 weeks after transfer in the spleen and LN of each
individual host (the mean value is also shown). B) Shows the total number of CD4 T
cells from CD25"CD4" origin recovered in the same hosts. C) A population of 15000
purified CD8" LN cells was transferred alone or mixed 150000 CD25"CD4" cells from
different Ly5 allotype congenic donors into CD3¢”" hosts. Results show the number
of CD8 T cells recovered 8 weeks after transfer in the spleen and LN of each
individual host (the mean value is also shown). D) Different numbers of purified
naive CD4" were co-transferred with CD25"CD4" T cells at different cell ratios. The

results show the number of CD4 T cells from naive CD4" origin recovered 8-9 weeks
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after transfer in the spleen and LN of each individual host (the mean value is also
shown). E) 2x10° CFSE labeled CD45RB"¢"CD25CD4" T cells from B6.Ly5.1 donors
were transferred alone (top) or in the presence (bottom) of 1x10°
CD45RB""CD25*CD4" Ly5.2 T cells into irradiated (400 rads) CD3¢”" hosts. At days 3,
6 and 10 post-transfer mice were sacrificed and the expression of CFSE analyzed in
gated Ly5.1'CD4" T cells. Shown are the relative fraction (%) of cells have divided
more than 8 or in the first 3 rounds of division as well as the total number of CFSE-
and CFSE" cells at day 10.

Figure 8 - A) CD4" (CD25) T cells (7500) from IL-2Ra”" or normal B6 donors
were transferred alone or co-injected with 75000 CD25'CD4" from normal mice. The
results show the number of CD4 T cells recovered 7-8 weeks after transfer in the
spleen and LN of each individual host (the mean value is also shown). B) Naive CD4"
(CD25) T cells (10000) from IL-2"" mice were transferred alone or co-injected with
10000 CD25°CD4" from B6.Ly5.1 mice and naive CD4" (CD25) T cells (10000) from
normal B6.Ly5.1 donors were transferred alone or co-injected with 10000 CD25"CD4"
from normal B6.Ly5.2 or IL-2/ mice. The results show the number of CD4 T cells
from CD25 origin recovered 7-8 weeks after transfer in the spleen and LN of each
individual host (the mean value is also shown). Note that cells from IL-2/" mice
inhibit expansion of naive T cells from normal donors and that the CD25"CD4" T cells

from normal B6 donors inhibited the expansion of the cells from IL-2"" mice.
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Résumeée

La composition des compartiments lymphocytaires T est soumise a de constantes
modifications, sous I'effet conjugué de la production de nouvelles spécificités, de la sélection
lors d’une rencontre avec un antigene et de la mort cellulaire. Face a ces flux de cellules entre
les différents compartiments centraux et périphériques, les mécanismes de la régulation
homéostatique assurent le fait que le systeme immunitaire se maintienne a I'équilibre. A
limage d'un écosysteme, on peut alors observer que les lymphocytes T entrent en
compétition les uns avec les autres pour des niches de sélection et des ressources en quantité
limitée. Durant ce travail de thése, réalisé chez la souris, nous avons analysé le comportement
des lymphocytes B3 CD8" face a un bouleversement de leur environnement, et nous avons
travaillé sur les molécules de classe | du CMH comme modele de ressource nécessaire a la
survie des cellules @p CD8'.

Dans un premier temps, nous avons étudié la sélection centrale et périphérique de cellules T
o CD8" exprimant deux transgenes codant respectivement pour le TCR aHY, spécifique de
'antigene male H-Y, et le TCR P14, spécifique du peptide gp33-41 issu du virus de la
chorioméningite lymphocytaire (LCMV). Ce modéele reproduit un phénomene courant dans le
systéme immunitaire, puisqu’on trouve chez 'homme et la souris jusqu'a 30% de cellules
exprimant deux TCR différents a leur surface. Nos résultats montrent que I'expression de
deux TCR par les cellules dB CD8" leur permet d’échapper partiellement a la sélection
négative dans le thymus, et de résister a la délétion clonale a la périphérie. Dans un second
temps, nous avons étudié I'établissement d’'une infection chronique par le LCMV dans des
souris nayant pour lymphocytes que des cellules T exprimant le TCR P14 (souris MoP14).
Nous avons pu observer que cette infection passe par la sélection de variants viraux
spécifiquement mutés au niveau de I'épitope gp33-41, mais également par la modification du
comportement des cellulesdB CD8" des animaux. L’ensemble de ces données plaide pour

un modéle d’adaptation des lymphocytesfTCD8" a leurs conditions environnementales.

Enfin, nous avons étendu ce travail a I'étude de I'influence des molécules de classe | du CMH
sur la survie et la prolifération homéostatique des lymphocy@® TD8", en utilisant une
gamme de souris transgéniques pour le TCR. Nos résultats montrent une variété de

comportements en relation avec la réactivité croisée supposée des différents TCR utilisés.



