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RESUME

Lorsqu’un pathogéne infecte I’organisme, les lymphocytes T naifs qui le
reconnaissent via leur récepteur spécifique (RCT) se différencient en lymphocytes
T effecteurs (Te) qui I’éliminent. Les Te meurent ensuite par apoptose tandis que
1-10% deviennent des lymphocytes T mémoires (Tm) qui nous protégent a long
terme contre ce pathogéne. Les mécanismes permettant la survie des Te et leur
différenciation en Tm sont toujours inconnus. Puisque 1’IL-7 est requise pour le
développement des Tm, nous proposons que les signaux fournis par cette cytokine
dictent le sort des Te. Nous souhaitons déterminer si I’expression du récepteur de
PIL-7 (IL-7R) permet d’identifier les Te précurseurs des Tm. Dans les Tm, la
machinerie de signalisation est réorganisée de fagon a permettre une réponse
secondaire rapide et efficace. Pour survivre, les Tm n’ont pas besoin
d’interactions de leur RCT avec le CMH. Il est tout de méme possible que les
modifications du complexe de signalisation des Tm permettent la transmission de
signaux constitutifs de survie par le RCT, indépendamment de contacts avec tout
ligand. Notre second objectif consiste, a I’aide d’un modéle de souris transgénique
dans lequel P’expression du RCT est inductible & la tétracycline, a vérifier si la
survie des Tm dépend de I’expression du RCT. Nos résultats n’ont pas permis de
corréler I'expression du IL-7R avec le développement des Tm. De plus,
’abolition d’expression du RCT provoque la mort des Tm CD4". Etonnamment,
leur disparition méne & une perte simultanée des lymphocytes B et des cellules
dendritiques, révélant un nouveau role pour les cellules T dans le maintien de
’homéostasie ganglionnaire. Enfin, la compréhension du développement et de la

survie des Tm permettra I’amélioration des techniques de vaccination.

Mots clés :  Lymphocytes T mémoires, contraction, IL-7, homéostasie,

récepteur des cellules T, réceptewr de I'IL-7, survie.



ABSTRACT

When a pathogen infects the organism, T lymphocytes recognize it via their
specific T cell receptor (TCR). This induces their proliferation and differentiation
in effector T cells (Te) that eliminate the pathogen and then die by apoptosis,
whereas some of them differentiate in memory T cells (Tm). Those cells provide
long-term protection against this pathogen. Mechanisms underlying effector T
cells survival and their differentiation into Tm are still unknown. Since IL-7 is
required for CD8" Tm development, we hypothesized that this cytokine signalling
dictates the fate of Te. In Tm, the TCR signalling machinery is modified to allow
rapid and sensitive recall responses against pathogens. Moreover, Tm do not
require TCR-MHC interactions for their survival. This does not exclude a possible
role for TCR signalling in this process. We postulated that Tm can maintain a
basal signalling activity of their TCRs independently of engagement with any
ligand. This phenomenon occurs in B cells. The project consists in determining if
IL-7 receptor (IL-7R) expression identifies precursors of Tm amongst Te and if
Tm survival depends on TCR expression. Our findings did not correlate IL-7R
expression on CD8" Te with the generation of Tm. Tm survival was studied using
a tet-inducible TCR expression system in mice. We showed that CD4™ Tm cells
failed to survive when TCR expression was stopped. Unexpectedly, we noticed
that T cell loss led to the concomitant loss of B lymphocytes and dendritic cells,
revealing a new role for T cells in lymph node homeostasis. Finally,
understanding memory T cell development and survival will lead to the

improvement of vaccination techniques.

Keywords: Memory T cells, contraction, IL-7, IL-7 receptor, T cell receptor,

homeostasis, survival.
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1.1 INTRODUCTION

1.1.1 Résumé de la réponse immunitaire

Le systtme immunitaire défend et protége 1’organisme contre les
infections & P'aide de deux groupes d’acteurs principaux qui agissent en
coopération. D’une part, I'immunité innée, qui est la premiére barricre que
rencontrent les pathogénes, peut nous protéger de fagon non spécifique contre tout
corps étranger en activant toute une armée de cellules capables de créer de
I’inflammation, d’activer le systéme du complément ou de tuer des cellules
infectées. Les cellules NK, les macrophages et les neutrophiles sont les principaux
acteurs de I’immunité innée et sont activés suite a la reconnaissance de signaux de
danger, comme par exemple des structures bactériennes conservées. Lorsque les
mécanismes non spécifiques de I’immunité naturelle ne suffisent pas pour
éliminer I’agent infectieux, il y a recrutement et activation des cellules qui font
partie du systéme acquis, les lymphocytes T et B, qui eux vont cibler directement
I’agent infectieux ou antigéne (Ag) qu’ils reconnaitront de fagon spécifique grace

a des récepteurs dirigés contre celui-ci.

La réponse immunitaire acquise peut étre humorale ou & médiation
cellulaire. L’ immunité humorale comprend les lymphocytes B qui sécretent des
anticorps (Ac) spécifiques aux Ag rencontrés capables de lier les pathogénes et de
les neutraliser. La destruction de 1I’agent invasif par les Ac peut aussi se faire via
le recrutement du syst¢tme du complément et par opsonisation. L’immunité a
médiation cellulaire, elle, fait appel aux lymphocytes T auxiliaires (CD4") et
cytotoxiques (CD8"). Les lymphocytes T auxiliaires orchestrent la réponse
immunitaire et peuvent se différencier en cellules CD4" Thl (T «helper») ou Th2
qui sécrétent différentes cytokines. Généralement, les Thl sécrétent de
I’interféron-y (IFN-y) et du facteur de nécrose tumorale o (TNF-a) tandis que les
Th2 produisent les interleukines 4, 5 10 et 13 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13). La
réponse Thl est enclenchée lorsque ’organisme est infecté par un pathogene
intracellulaire qui envahit les vésicules des macrophages comme le parasite
Leishmania. La réponse Th2, quant a elle, se caractérise par la promotion d’une
réponse humorale durant laquelle P’activation des lymphocytes B par les Th2

provoque la sécrétion d’Ac qui permettront de combattre les pathogenes



extracellulaires. De leur coté, les cellules T CD8" cytotoxiques utilisent deux
mécamismes pour fuer les cellules infectées par les microorganismes
intracellulaires tels que les virus, soit la reliche de granules de perforine ou
Pinduction de I’apoptose par la voie de Fas/FasL. Elles acquiérent aussi la

capacité de sécréter des cytokines inflammatoires tel que I'IFN-y.

1.1.2  Réponse immunitaire des lymphocytes T

Figure 1. Phases de la réponse immunitaire des lymphocytes T. Lorsqu’un
pathogene infecte I’organisme, les Tn qui expriment un récepteur spécifique pour
des peptides antigéniques de cet agent infectieux s’activent, proliférent et se
différencient en Te. Ces cellules acquiérent alors des fonctions effectrices et
éliminent le pathogéne. Ensuite, durant la phase de contraction, 90-99% des Te
meurent par apoptose et une faible proportion d’entre eux se différencient en Tm
capables de survivre a long terme dans ’organisme.

Les lymphocytes T sont présents dans le systéme immunitaire sous trois
formes différentes qui correspondent a leur état d’activation (fig.1). Les
lymphocytes T naifs (Tn) patrouillent sans cesse I’organisme a la recherche
d’agents infectieux. Lorsqu’un pathogéne infecte I’organisme, celui-ci est d’abord
capté¢ et apprété sous forme de peptides antigéniques par des cellules
présentatrices d’Ag. Ces peptides sont alors présentés a la surface de ces cellules
via des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) du soi. Les Tn
qui possédent un récepteur des cellules T (RCT) spécifique pour ces peptides
entrent en contact avec ceux-ci, ce qui leur fournit un signal d’activation qui les
amene a proliférer et & se différencier en lymphocytes T effecteurs (Te) qui ont

pour role d’éliminer I’agent pathogéne. Suite a un défi antigénique, la majorité des
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Te ayant combattu le pathogéne meurent par apoptose de facon a rétablir I’espace
homéostatique dans le systéme immunitaire. Toutefois, 1-10% des Te se
différencient en lymphocytes T mémoires (Tm) qui conférent a 1’organisme une

protection a long terme contre le pathogéne éliminé.

La génération d’une population de Tm stable joue un réle clé dans la
protection & long terme des individus et constitue par le fait méme la base du
succeés de la vaccination. De plus, le maintien de 1’architecture des différents
organes lymphoides ainsi que des cellules qui les composent s’avere essentiel
pour parvenir & controler les agents infectieux qui nous attaquent au cours de
notre vie. Les mécanismes qui permettent le développement et la survie des Tm
sont encor¢ mal compris. Dans c¢ mémoire, il sera question de deux aspects
majeurs de la réponse immunitaire, soit le maintien de I’homéostasie au sein des

organes lymphoides ainsi que le développement et la survie des Tm.

1.2 ARCHITECTURE DES ORGANES LYMPHOIDES

1.2.1 Formation des organes lymphoides

Le systtme immunitaire est constitu¢ de différents tissus et organes
distribués dans I’organisme. Les organes lymphoides primaires (thymus et moelle
osseuse) apportent les microenvironnements approprié€s au développement et a la
maturation des lymphocytes. Les organes lymphoides secondaires (ganglions et
rate) constituent les sites ou les lymphocytes matures peuvent efficacement entrer
en interaction avec les Ag qui y sont transportés. Les vaisseaux sanguins et
lymphatiques connectent ces organes et permettent la circulation des cellules d’un
endroit & I’autre dans le systéme. D’un point de vue anatomique, la structure
générale des organes lymphoides secondaires est trés bien conservée entre les
espéces, suggérant un rdle critique de [’organisation de ces tissus dans leur
fonctionnement. Les ganglions possédent la structure typique de ces organes
(fig.2) qui comprend une zone de cellules T et une zone de cellules B. Ils sont

entourés d’une capsule et présentent une région corticale et une région médullaire.



Image tirée de Goldsby REA er al, Immunology. 4th edition, 2000.

Figure 2. Structure des ganglions lymphatiques. Les trois couches d’un ganglion
(paracortex, cortex et médulla) correspondent a des microenvironnements
distincts. Les cellules dendritiques qui captent I'Ag sont présentes dans le cortex
et le paracortex. Les cellules T sont concentrées dans le paracortex. Les cellules B
sont localisées dans le cortex au sein des follicules et des centres germinaux. La
médulla contient surtout des plasmocytes producteurs d’ Ac.

Les molécules les plus importantes dans 1’organogenése des organes
lymphoides font partie de la superfamille des TNF (tumor necrosis factor)-TNFR.
Cette superfamille comprend une vingtaine de membres dont les roles dans la
régulation de la réponse immunitaire sont nombreux. La lymphotoxine o (LTa)
est un membre de la famille TNF qui inclut aussi CD40L, FasL, TRAIL, TNF-q,
et la lymphotoxine 3 (LTB). La LT peut se présenter sous forme d’homotrimére
soluble (LTas) qui joue un role dans une multitude de réponses inflammatoires.
Toutefois, la forme qui nous intéresse le plus dans I’organogenése des organes
lymphoides est un hétérotrimére membranaire de la LTa associée a la LTB
(LTauP2). Cette forme membranaire posséde une grande affinité pour le récepteur
LTP avec lequel elle interagit. L’expression de la LTo,; B, peut étre détectée sur les
cellules T, B et NK activées et son récepteur est présent exclusivement sur les
tissus non-lymphoides (cellules dendritiques, cellules stromales)H. Plusieurs
études ont proposé un réle majeur de la voie de signalisation des lymphotoxines
via le récepteur LTS (LTBR) dans la formation et le maintien de la structure des
organes lymphoides secondaires. Tout d’abord, nous savons qu’une déficience en
LTa (LTa-/-) cause un défaut important dans la formation des ganglions et une

absence des plaques de Peyers. Dans la rate de ces souris, on peut noter une forte
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perturbation de Iarchitecture se traduisant par I’absence de zones de cellules T €t
de cellules B et la perte des cellules dendritiques folliculaires et interdigitéesS’G.
Des résultats similaires ont pu étre obtenus chez des souris LTB-/- et LTBR-/- de
méme que chez des souris chez lesquelles on injecte un Ac anti-LTB ou une
protéine de fusion LTBR-Ig ™ La protéine de fusion LTBR-Ig consiste en un
récepteur de LTP soluble qui se trouve en excés dans la circulation et qui abolit
I’effet de la LTouf, qui n’arrive plus & se lier & son vrai récepteur dans
’organisme. Dans un méme ordre d’idées, il a ét¢ démontré que ’activation du
récepteur LTP & P'aide d’'un Ac agoniste pouvait restaurer la formation des
ganglions chez les souris LTa-/-'°, ce qui renforce I’idée que I’acheminement des

signaux de la LTa, B, via le LTBR est crucial dans I’organogenése des ganglions.

Il est aussi de plus en plus clair que les lymphotoxines sont impliquées
dans la formation du microenvironnement qui caractérise les tissus lymphoides,
tels que les follicules B, la ségrégation des lymphocytes T et B dans leurs zones
respectives ou 1’organisation spatiale des cellules dendritiques''”. Nous savons
que les chémokines exprimées au niveau des organes lymphoides jouent aussi un
role dans le recrutement et 1’organisation des cellules a I’intérieur de ceux-ci. Les

lymphotoxines ont la capacité de promouvoir la production de ces chémokines B

D’autres membres de la famille des TNF sont impliqués dans
’organogenése des organes lymphoides. Le ligand de RANK (récepteur activateur
de NF-kB), est surtout connu pour son réle dans la formation de la masse osseuse.
Toutefois, il a été noté chez des souris quune déficience en RANKL cause
I’absence de formation des ganglions et une hypoplasie du thymus'*". RANKL
pourrait aussi avoir un role a jouer dans les interactions entre les lymphocytes T et
les cellules dendritiques. En effet, RANKL peut stimuler la survie des cellules
dendritiques via une augmentation de 1’expression de Bcl-XL et engendre

’activation et la prolifération des lymphocytes T par celles-ci'® 8.

L’organogenése des organes lymphoides implique donc plusieurs
molécules qui agissent de concert pour permettre leur développement et leur

organisation cellulaire. Les cellules des organes lymphoides constituent les



principaux acteurs de 1a répons¢ immunitaire. Dans la prochaine section, il sera

donc question des différents types cellulaires qui peuplent ces organes.

1.2.2 Cellules des organes lymphoides

1.2.2.1 Les cellules stromales

Les cellules réticulaires fibroblastiques constituent la majeure population
de cellules stromales des ganglions et forment le réseau interne de ceux-ci'’. Elles
ont longtemps été considérées comme de simples cellules de soutien mais il est de
plus en plus clair qu’elles détiennent plusieurs fonctions additionnelles. En effet,
il a été montré que les cellules du stroma ganglionnaire expriment des molécules
de surface et produisent des chémokines d’adhésion aux organes lymphoides pour
les cellules dendritiques, les lymphocytes T et B''?%2! Ppar exemple, CCL19 et
CCL21, deux chémokines qui attirent les cellules T au niveau des ganglions, sont
constitutivement exprimées par les cellules stromales situées dans la zone T de ces
organes . De plus, les cellules stromales de la zone de cellules B produisent la
chémokine CXCL13, qui elle entraine les lymphocytes B dans les follicules B 3
Enfin, nous savons que I’'IL-7, une cytokine importante dans le maintien des
populations lymphocytaires (voir section 1.5), est également sécrétée par ces
cellules®®. Les cellules réticulaires fibroblastiques jouent aussi un role majeur
lors d’une réponse immunitaire contre un pathogéne en aidant & la réorganisation
de la matrice et de I’architecture des ganglions qui s’hypertrophient de fagon

spectaculaire durant I’expansion clonale des cellules spécifiques a PAg®.

1.2.2.2 Les cellules dendritiques

Les ganglions abritent plusieurs types de cellules dendritiques qui sont des
cellules se différenciant a partir de précurseurs hématopoiétiques de la lignée
myéloide ou lymphoide. La plupart des cellules dendritiques de I’organisme
apprétent les Ag et les présentent aux lymphocytes T au niveau des organes
lymphoides secondaires. Différents types de cellules dendritiques ont été

identifiés selon leur localisation dans I’organisme. Par exemple, les cellules de



N

o

Langerhans sont rencontrées essentiellement dans 1'épiderme et les muqueuses
tandis que les cellules dendritiques interdigitées se trouvent dans les zones de

cellules T des ganglions et de la rate et dans la zone médullaire du thymus *'.

Les cellules dendritiques jouent un role important dans la présentation des
Ag aux lymphocytes T. Elles apprétent et présentent des peptides antigéniques
associés a leurs molécules du CMH. Suite a la reconnaissance d’un signal de
danger fourni par certaines protéines bactériennes ou virales conservées, elies
deviennent matures et expriment les molécules de co-stimulation CD80 et CD86
2829 Les lymphocytes T peuvent ainsi reconnaitre les peptides antigéniques portés

par les cellules dendritiques, ce qui conduit & leur activation.

Un autre type de cellule dendritique, la cellule dendritique folliculaire, se
localise dans les follicules du ganglion qui sont riches en cellules B. Ces cellules
permettent la prolifération et la différenciation des cellules B dans les centres
germinaux™. Elles se spécialisent particuliérement dans la stimulation des

lymphocytes B mémoires spécifiques a un Ag lors d’une réponse secondaire. 3032

1.2.2.3 Les lymphocytes B

Les lymphocytes B entrent dans les ganglions via les HEV (high
endothelial veinule) et passent par la zone des cellules T pour ensuite étre attirés
au niveau des follicules par des chémokines. Lors d’un défi antigénique, les
cellules B migrent au bord d’un follicule primaire, ou elles rencontrent une cellule
T CD4" spécifique a I’ Ag, et initient alors la formation d’un centre germinal qui
permet le développement de cellules B mémoires et de plasmocytes de forte

affinité pour I’ Ag combattu >,

1.2.2.4 Les lymphocytes T

Les cellules T naives circulent constamment dans le sang et les organes

lymphoides et sont sans arrét a 1'affiit d’une rencontre possible avec un Ag. Elles



expriment la L-sélectine CD62L qui leur permet d’entrer dans les ganglions par
les HEV qui expriment le ligand de CD62L, 1a PNad (peripheral node adressin).
La molécule d’adhésion LFA-1 joue aussi un réle dans I’entrée des Tn dans les
ganglions. Les Tn sont retenus dans la zone T des ganglions lymphatiques pour
environ 24h * en partie grice au signal qu’elles regoivent via leur récepteur
CCR7, en réponse aux chémokines CCL19 et CCL21 produites par les cellules
stromales et les cellules dendritiques ***®. Les HEV sont les seuls vaisseaux
sanguins de I’organisme qui possédent les ligands de toutes ces molécules, ce qui
facilite I’entrée des Tn dans le paracortex des ganglions. C’est a cet endroit qu’ils
entrent en contact avec les cellules dendritiques qui leur présentent des Ag dans le
but de les activer ou simplement de leur fournir un signal de survie Dans cet
ordre d’idée, il a été¢ démontré par microscopie que chaque cellule dendritique
peut contacter environ 500 cellules T différentes en une heure *’. Enfin, des
expériences ont révélé que des souris RAG™ et SCID, déficientes en lymphocytes
T, présentent une réduction du nombre de cellules dendritiques dans leurs
ganglions et que leur capacité de stimuler des Tn est aussi compromise®. Le role
des interactions entre les cellules dendritiques et les Tn dans les ganglions est

donc trés important pour le maintien de ces deux populations cellulaires.

1.3 REPONSE DES LYMPHOCYTES T

1.3.1 Développement des cellules T et diversité

Le développement des lymphocytes T prend place dans le thymus ou les
précurseurs des lymphocytes provenant de la moelle osseuse se différencient en
passant par divers stades de maturation et de sélection. Suite a ces processus, les
lymphocytes T matures de spécificités variées deviennent moins aptes a répondre
a des Ag du soi et a induire I’auto-immunité. IIs sont ainsi préts a quitter le

thymus pour aller patrouiller I’organisme a la recherche de leurs Ag spécifiques.

C’est effectivement dans le thymus que les lymphocytes T acquierent leur
spécificité a un peptide antigénique donné qu’ils reconnaitront via leur récepteur
spécifique (RCT). Le séquencage des acides aminés des chaines a et B des RCT a

révélé une structure en domaine extrémement semblable a celle du récepteur des
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cellules B; ainsi, les RCT sont considérés comme des membres de 1a superfamille
des immunoglobulines. Les RCT sont des protéines membranaires généralement
composées de deux chaines, a et B, qui comprennent des régions constantes et des
régions variables. Les génes du RCT sont organisés en familles multigéniques
correspondant aux chaines a et 3. Chaque famille multigénique contient de
multiples segments géniques des régions variables (V, J dans I’ADN des chaines
o ; V, D, J dans I’ADN des chaines B) ainsi qu’un ou plusieurs segments géniques
de la région constante C. Par des mécanismes de recombinaison impliquant les
recombinases RAG 1 et 2, les cellules T joignent, de fagon aléatoire, les segments
géniques entre eux pour former des génes fonctionnels codant pour les chaines o
et B du RCT. La jonction des segments géniques lors du réarrangement des geénes
des RCT peut aussi provoquer I’ajout de nucléotides aux sites des jonctions. En
raison de ces mécanismes, la diversité potentielle des génes des RCT est

extrémement grande, soit d’environ 10" RCT de spécificités différentes **.

Etant donné que les chaines o et § du RCT présentent une courte queue
cytoplasmique, le RCT est toujours associ€¢ au complexe CD3 composé de 5
chaines polypeptidiques qui permet la transduction des signaux. Les chaines du
CD3 (v, {, &, 8, ) s’associent entre elles pour former 3 dimeéres dont les longues
queues cytoplasmiques contiennent une séquence commune ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Ce motif, présenté a raison de
trois copies sur les chaines { du CD3 et d’une copie sur les autres chaines, est
compos¢ de la séquence conservée (D/E)XXYXXLX.5)YXXL. Il est impliqué

dans la transmission des signaux lors de la reconnaissance d’un Ag par le RCT %

1.3.2  Reconnaissance antigénique

Les Tn, qui n’ont jamais rencontré I’ Ag pour lequel ils sont spécifiques,
patrouillent I’organisme et circulent entre les différents organes lymphoides a la
recherche d’agents infectieux. Ce cheminement appelé immunosurveillance est
possible grice a I’expression par les Tn de la L-sélectine (CD62L) et du récepteur

de chémokine CCR7 qui leur permettent d’entrer dans les organes lymphoides
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secondaires lors de leur patrouille. Dans les ganglions, les cellules dendritiques
ayant migré des sites périphériques ou se trouvent les infections présentent aux
cellules T naives des fragments peptidiques d’Ag via une molécule du soi du
CMH de classe I ou II. Les Tn spécifiques aux peptides présentés reconnaissent
les complexes CMH-peptides via leur RCT. Les molécules du CMH de classe |
(CMH-I), exprimées par presque toutes les cellules nucléées de 1’organisme,
présentent les fragments peptidiques de protéines synthétisées dans le cytosol (soit
des fragments de protéines cellulaires du soi, soit des peptides provenant d’Ag
endogenes). Contrairement aux molécules du CMH-1, celles du CMH de classe II
(CMH-II) sont exprimées exclusivement par les cellules présentatrices d’Ag, soit
les cellules B matures, les macrophages et les cellules dendritiques. Ces molécules
présentent aussi bien des protéines cellulaires du soi que des Ag exogénes ayant
été phagocytés et dégradés par la vacuole phagolytique. Les lymphocytes T CD8"
reconnaissent les Ag présentés par le CMH-I tandis que les cellules T CD4"

s’activent suite & leur liaison avec des Ag présentés par le CMH-1I *,

1.3.3  Prolifération clonale des lymphocytes T

Suite a la reconnaissance d’un Ag étranger par un Tn, la cellule se met a
proliférer et acquiert au méme moment des fonctions effectrices. Pour ce faire, la
cellule, en plus de recevoir un signal de reconnaissance antigénique via son RCT,
doit obtenir un second signal délivré par les molécules de costimulation CD80 et
CD86 exprimées 4 la surface des cellules présentatrices d’Ag matures et qui
interagissent avec CD28, présent sur les lymphocytes T**>. En effet, les souris
déficientes pour CD28 ou ses ligands CD80 et CD86 présentent des réponses

4 Dans le cas o la cellule T naive regoit bien ces

immunitaires compromises
deux signaux, il se produit une transmission de signaux intracellulaires
responsable de la prolifération et de la différenciation en cellules T effectrices
(Te) (fig.3). Ces signaux sont d’abord initiés par une interaction du complexe
RCT-CD3 accompagné des co-récepteurs CD4 ou CD8 avec un complexe CMH-
peptide. Brievement, en premier lieu, la kinase Ick de la famille src, qui est
associée au co-récepteur CD4 ou CD8, phosphoryle les motifs ITAM des chaines

du CD3"“". Une fois les ITAM phosphorylés, il y a recrutement de la kinase Zap-
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70 au niveau de ces motifs sur la chaine £ du CD3. Lck phosphoryle alors Zap-70
qui devient active et qui phosphoryle a son tour différents adaptateurs dont le plus
important est LAT. Ce sont ces molécules adaptatrices qui ensuite propagent le
signal jusqu’aux principales voies de signalisation, les MAP-kinases, PLCy et
PI3K. L’activation des lymphocytes T augmente de 100 a 5000 fois le nombre de
cellules spécifiques a ' Ag™*. La différenciation en Te permet non seulement aux
cellules de migrer au site d’infection mais aussi d’acquérir des fonctions
effectrices comme la production de cytokines ou la cytotoxicité. Toutefois, dans le
cas ou la maturation d’une cellule présentatrice d’Ag n’est pas compléte, celle-ci
est incapable, lors du contact avec un lymphocyte T, de fournir a ce dernier un
signal de co-stimulation. Le lymphocyte T, au lieu d’étre activé, devient alors

tolérant a I’ Ag présenté.

Figure 3 Signalisation intracellulaire suivant |'activation d'un lymphocyte T La
reconnaissance d’un complexe CMH-peptide par un RCT provoque le
recrutement de la kinase Ick au niveau de la synapse. La phosphorylation des
ITAM du CD3 par Ick permet la liaison et la phosphorylation de Zap-70 qui, une
fois activé, phosphoryle a son tour I’adaptateur LAT. LAT peut engendrer
’activation de la voie Ras qui initie une cascade de phosphorylations connue sous
le nom des MAP kinases, ou encore des voies PI3K et PLCy. L’effet collectif des
divers facteurs de transcription activés par ces voies de transduction est
d’augmenter I’expression de génes qui permettent I’activation et la prolifération
des lymphocytes T, dont I'IL-2.
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La capacité des lymphocytes T a proliférer rapidement suite a4 une
stimulation antigénique est d’une importance cruciale dans la défense de 1’héte
contre les corps étrangers. L’activation des cellules T est dépendante d’une bonne
présentation antigénique par les cellules présentatrices d’Ag. Ces cellules,
dépendamment de leur état de maturation, peuvent induire différentes réponses
des lymphocytes T comme une activation compléte de ceux-ci suivie de
développement de cellules mémoires, ou encore 1’induction de la tolérance. La
durée de stimulation a une influence directe sur le programme d’activation des
lymphocytes T. /n vivo, une stimulation antigénique de 4h n’est pas suffisante
pour induire la prolifération clonale des cellules T naives et leur différenciation en
cellules T effectrices. Une stimulation de 20h ou plus est absolument requise pour
optimiser la réception du signal de prolifération qu’est 1'IL-2, un facteur sécrété
par les lymphocytes T activés eux-mémes . En effet, il a été montré que
I’expression de la chaine o du récepteur de I’IL-2, CD25, diminue
considérablement sur les cellules T naives quelques heures avant d’entrer en
prolifération lorsque celles-ci sont stimulées pendant 4h seulement. D’un autre
coté, les lymphocytes T CD8" stimulés pendant 20h maintiennent une expression
élevée de CD25 au cours du temps, produisent plus d’IL-2 et présentent une
fonction tueuse accrue. Ces résultats suggerent donc qu’une stimulation soutenue
est requise pour la prolifération clonale et I’activation efficace des lymphocytes T
CD8".

1.3.4 Phase de contraction et développement des Tm

Suite & 1’élimination de 1’agent pathogéne par les lymphocytes T
effecteurs, 1’organisme ne bénéficie plus de la présence massive de ces cellules T
activées. En effet, la persistance de ces cellules dans le systéme aurait sans doute
des effets trés néfastes a cause de leur capacité a sécréter des cytokines
cytotoxiques. De plus, I’espace qu’elles occupent devient désormais indisponible
pour I’arrivée de nouvelles cellules T naives du thymus. Le maintien d’un nombre
exhaustif de Te augmente alors la compétition pour les facteurs de croissance et
de survie, compromettant ainsila survie des autres cellules T naives et, par

conséquent, la réponse aux nouveaux Ag. Pour ces raisons, la majorité des
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lymphocytes T ayant participé a la réponse contre I’Ag meurent par apoptose
tandis que 1-10% d’entre eux se différencient en Tm qui protégent I’organisme a

long terme contre le pathogéne ayant fait I’objet de I’infection®' ™

. La phase de
contraction sert donc a rétablir 1’homéostasie dans les organes lymphoides en
permettant de préserver la flexibilité de la réponse des lymphocytes T aux
nouvelles infections, tout en maintenant des lymphocytes T mémoires spécifiques

aux pathogénes déja rencontrés.

Dans plusieurs modéeles, I’initiation de la phase de contraction est associée
avec I’élimination du pathogeéne. Cette observation suggere que les Te peuvent
sentir la fin de I'infection et la diminution de la disponibilité¢ des cytokines de
survie dans ’organisme. Cela pourrait alors provoquer I’enclenchement des
mécanismes de mort de la phase de contraction. Toutefois, il a ét€¢ montré que peu
importe I’expansion et la durée de I’infection, la cinétique de la contraction
demeure semblable ***°. Ces résultats suggérent que la phase de contraction
menant & une population de Tm est un processus programmé trés tot suivant

I’infection par le pathogene.

Sachant que des souris déficientes pour I’IFN-y ne présentent pas de phase
de contraction suite 4 une immunisation, il a été propos€ que I’inflammation
causée au début d’une réponse immunitaire pourrait étre a I’origine de I’initiation
de la contraction. En pré-traitant des souris avec un antibiotique puis en les
immunisant par la suite avec la bactérie Listeria monocytogenes atténuée,
Badovinac et al sont arrivés 3 montrer que lorsque I’inflammation au début de la
réponse était moindre ou méme nulle, il n’y avait plus enclenchement de la phase

de contraction™.

1.3.5 Différenciation des lymphocytes T effecteurs en mémoires

Un des aspects encore mal caractérisé de la réponse immunitaire est la
facon par laquelle les Tm sont générés a partir des Tn. Différents modéles
expliquant la différenciation des Tn en Tm ont été proposés. Jusqu’a présent, le

modele le plus accepté suggere que les Tm dérivent directement des Te ayant
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. . . . <. 53,56-59
survécu lors de la phase de contraction de la réponse immunitaire”">° (fig. 4).
Effectivement, nous savons entre autres que le transfert de Te générés in vitro

dans des hotes naifs permet la génération de Tm spécifiques pour I’ Ag combattu
58

Si ce modéele est vrai, cela signifie que 1-10% des lymphocytes T
effecteurs trouvent un moyen d’échapper a 1’apoptose de la phase de contraction
et de subir un processus de différenciation additionnel pour devenir des Tm. Nous
savons que 'IL-7 joue un réle majeur dans la génération des cellules T mémoires
en permettant chez celles-ci d’augmenter I’expression du facteur anti-apoptotique
Bcl-2 . En effet, une expérience de compétition consistant en un transfert
conjoint de cellules T CD8" OT-1 IL-7R+ et IL-7R- dans une souris suivie de son
immunisation avec le virus de la vaccine codant pour I’ovalbumine a provoqué un
développement efficace de Tm. Il a par la suite été démontré que ces cellules
mémoires CD8" provenaient a 90% des cellules naives OT-1 qui exprimaient le
récepteur de I'IL-7 a leur surface (IL-7R+) . L’IL-7 serait donc impliquée dans

la survie des Te lors de la phase de contraction et le développement des Tm.

Figure 4. Modéle de différenciation linéaire des lymphocytes T effecteurs en
lymphocytes T mémoires. Suite a Pactivation d’'un Tn et & sa différenciation en
plusieurs Te, il y a formation de Tm. Le modéle de différenciation linéaire stipule
que certains Te échappent a 1’apoptose de la phase de contraction et deviennent
des Tm.

Malgré I’apoptose massive que subit la majorité des Te, certaines cellules
effectrices, par un mécanisme inconnu, échappent a la mort et subissent un

processus additionnel de différenciation en Tm. Kaech ef a/ ont récemment
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proposé un modele d’identification des Te précurseurs des Tm CD8
cellules effectrices qui survivent lors de la phase de contraction maintiendrait un
niveau élevé de la chaine a du récepteur de I'IL-7 (IL-7R) comparativement a
celles qui succombent & ’apoptose. Cette observation a été bien acceptée entre
autres parce que I’IL-7 avait déja été caractérisée comme étant une cytokine
nécessaire pour le développement des cellules T mémoires CD8"
L’acheminement d’un signal via le IL-7R provoque une augmentation de
Pexpression du facteur de survie Bcl-2 dans la cellule. En maintenant des taux
élevés de IL-7R a leur surface, les Te précurseurs des Tm pourraient ainsi
échapper a I’apoptose massive observée lors de la phase de contraction. Dans un
méme ordre d’idées, il a été montré que I’absence de contraction était associée a
une forte expression de I’'IL-7Ra chez les Te, et ce méme au pic de la réponse
immunitaire®. Enfin, d’autres études sont nécessaires pour confirmer que cette

observation s’applique a tous les modéles d’immunisation.

Chez les lymphocytes T CD8", il a récemment été montré que I’expression
de 'homodimeére CD8ac serait induite de fagon transitoiré sur un sous-type de
cellules T CD8af suite & une stimulation antigénique. Ces molécules CD8ao
permettraient la survie et la différenciation des lymphocytes T ainsi activés en Tm
CD8" . Les Te précurseurs des Tm CD8" pourraient donc étre identifiés a I’aide

de ce nouveau marqueur.

Finalement, un autre facteur récemment identifié, Spi2A (serine protease
inhibitor 2A), participe au développement des Tm. Le géne de Spi2A a d’abord
été découvert par la technologie d’hybridation d’ ARNm de cellules effectrices et
mémoires sur une banque de génes de souris (gene array). La protéine Spi2A,
dont ’expression est accrue chez les lymphocytes Te et Tm CD8", agit lors de la
phase de contraction en inhibant les protéases lysosomales et la mort cellulaire
programmée. Ce nouveau facteur de survie fait partie d’une nouvelle classe de

molécules endogénes qui induisent la formation des Tm CD8*®.
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1.3.5.1 Le role de ’aide CD4"

En 2002-2003, plusieurs articles publiés de fagon consécutive ont apporté
une nouvelle vision de la réponse des lymphocytes T CD8" en proposant 1’idée
qu’une aide des lymphocytes T CD4" est absolument requise pour la génération
de Tm CD8" capables de répondre efficacement 4 un second défi antigénique. Ce
phénoméne a d’ailleurs été établi dans plusieurs modéles de réponses
immunitaires dont la réponse monoclonale de cellules T CD8" spécifiques pour
1’ Ag male HY %% 1a réponse polyclonale 4 une infection virale contre LCMV
la réponse au virus de la vaccine exprimant la glycoprotéine GP-33 de LCMV ¢
ainsi que la réponse a la bactérie Listeria monocytogenes encodant la protéine
recombinante de 1'ovalbumine ®. De plus, diverses stratégies de déplétion des
lymphocytes T CD4" ont été employées telles que I’utilisation de souris
déficientes en CD4 ou en molécules du CMH-II essentielles au maintien des
CD4*, ou encore Pinjection d’Ac anti-CD4". Dans tous les cas, la réponse
primaire suivant I’immunisation semblait normale puisqu’il y avait bien
expansion de cellules T CD8" spécifiques a I’Ag, sécrétion d’IFN-y et activité
cytotoxique de celles-ci. Toutefois, les auteurs ont noté une forte diminution de la
prolifération obtenue suite &4 une réponse secondaire dirigée contre le méme Ag
chez les souris chez lesquelles les cellules mémoires CD8" s’étaient développées
en absence de cellules CD4" **® De plus, le niveau de sécrétion de cytokines de
ces Tm CD8" ressemblait davantage a celui de Tn, suggérant que la fonctionnalité

Tm CD8" générés sans cellules T CD4" était compromise.

Deux mécanismes basés sur 1’interaction entre les molécules de co-
stimulation CD40 et CD40L ont été proposés pour expliquer le phénomeéne de
Iaide des cellules CD4" dans la génération de cellules T mémoires CD8". Nous
savons que des déficiences en CD40 ou en CD40L diminue Iefficacité des
réponses des cellules T CD8* **™. Normalement, I’activation de lymphocytes T
CD4" provoque Pexpression de CD40L & leur surface, leur permettant ainsi
d’activer les cellules présentatrices d’ Ag qui expriment CD40. Cette activation ou
maturation les rend alors aptes a activer les lymphocytes T CD8® en leur
fournissant un signal complet d’activation (Ag et co-stimulation via CD28).

L’activation des cellules présentatrices d’Ag est un mécanisme essentiel a la
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génération de cellules T mémoires CD8" fonctionnelles. Dans ce cas, les Ag
capables d’induire ’activation des cellules présentatrices d’ Ag sans stimuler les
cellules T CD4" pourraient donc permettre le développement de Tm CDS"
fonctionnels sans aide CD4", ce qui n’est pas le cas 8 Toutefois, les expériences
de Bourgeois C. et al et de Lu Z. ef al montrent que I’aide CD4" se produit méme
lorsque les cellules présentatrices d’Ag sont dépourvues de CD40 57!, Bourgois
C. et al proposent plutdt une interaction directe entre les cellules T CD4" et CD8"

grice a une expression transitoire du CD40 par les cellules T CD8" activées 63,

Pourtant, les derniers articles sur le sujet ont bien montré, 4 ’aide de souris
déficientes en CD40, que I’aide CD4" ne dépendait pas de I’interaction entre
CD40 et CD40L. En effet, lors d’infections avec Listeria monocytogenes ou le
virus LCMV, les Tm CD8" générés sans CD40 présentaient une fonctionnalité
comparable a ceux produits dans des souris exprimant CD40. Donc, il semble que

I’aide CD4 puisse étre fournie par des cellules T CD4" n’exprimant pas le CD40L
72,73

1.4 LES LYMPHOCYTES T MEMOIRES
1.4.1 Caractéristiques

1.4.1.1 Rapidité et cinétique

Les Tm possédent plusieurs caractéristiques qui les différencient des
cellules T naives. Tout d’abord, lors d’une seconde infection par un pathogéne
ayant déja été combattu par I’organisme, les Tm peuvent répondre beaucoup plus
rapidement et ainsi subir une phase d’expansion en quelques heures seulement
™75 Elles ont méme la capacité de réagir a des doses d’Ag plus faibles que les Tn
de 1a méme spécificité, ce qui rend leur réponse beaucoup plus sensible °. De
plus, contrairement aux Tn, certains Tm entrent en contact rapidement avec les
pathogénes grice a leur capacité a s’installer dans les muqueuses ou autres tissus
périphériques 7. Ceci est possible griace a I’expression de molécules d’adhésion
aux tissus et de certains récepteurs de chémokines. Cette aptitude a demeurer en
périphérie confere & certains Tm un avantage important lors d’une infection

puisqu’ils peuvent migrer rapidement aux sites d’infection.
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Deuxiémement, la réponse des Tm contre les pathogénes est beaucoup
plus efficace que celle des Tn. Ceci est en partie dii au fait que la fréquence de
cellules T mémoires spécifiques a un épitope antigénique est plus grande que celle
des Tn, ce qui confeére aux Tm un avantage cinétique important lors d’une ré-
infection par un pathogéne. En effet, contrairement a la réponse primaire, la
réponse secondaire ne requiert que quelques divisions cellulaires pour générer un

grand nombre de cellules effectrices *'.

1.4.1.2 Marqueurs

Plusieurs marqueurs ont été identifiés pour distinguer les Tm des cellules
T naives ou effectrices. La plupart d’entre eux consistent en des molécules
d’adhésion. Le marqueur de Tm dont I’expression & long terme est la plus stable
est CD44. Chez les Tm CDS8', I’expression importante de CD44 peut étre
maintenue indéfiniment, tandis que les Tn ne I’expriment pas *>**. Toutefois, chez
les Tm CD4", le niveau d’expression de CD44 semble moins stable, ce qui en fait

un marqueur moins bien approprié mais tout de méme assez représentatif 8

Un autre marqueur communément utilisé pour distinguer les Tm des Tn est
la molécule CD45%. Différentes isoformes (A,B ou C) de cette molécule peuvent
étre exprimées sur les lymphocytes T naifs et mémoires. En général, le phénotype
des cellules T peut étre déterminé en fonction de I’expression différentielle de ces
isoformes a leur surface. Par exemple, chez la souris, il a ét¢ montré que les Tm
CD4" maintiennent un niveau d’expression de CD45RB plus faible que les Tn, et

ce longtemps aprés I’élimination de I’ Ag®.

Enfin, chez les Tm CDS8", les deux changements phénotypiques qui
semblent les plus stables sont une expression accrue de Ly6C et de CD122. Ly6C
est une protéine de surface de faible poids moléculaire sans ligand connu et dont
la fonction in vivo n’a pas encore été élucidée. CDI122 (IL-2RB) est une
composante des récepteurs de I’IL-2 et de I'IL-15 ¥. Puisque I’IL-15 est connue
pour avoir un réle dans la formation des Tm CD8" et leur maintien, I’expression

de son récepteur sur ces demiers pourrait avoir une fonction significative.
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1.4.1.4 Auto-renouvellement et survie

Le taux de division des lymphocytes T naifs et mémoires a été étudié chez
différentes espéces dont la souris par incorporation de bromodeoxyuridine
(BrdU) dans ’ADN ™. Les résultats de ces expériences montrent que les cellules
présentant un phénotype mémoire se divisent plus rapidement que les
lymphocytes T ayant un phénotype naif. Chez I’humain, la demi-vie des Tm dans
le sang a été estimée entre 22 et 79 jours tandis que celle des Tn se trouve entre

116 et 365 jours ®. Les données obtenues chez les autres espéces sont semblables.

Ces études ont démontré que les Tm persistent dans 1’organisme grice a
des divisions assez fréquentes tandis que les cellules T naives demeurent plutot
quiescentes. Grice a cette capacité d’auto-renouvellement, les Tm ont donc la
possibilité d’étre maintenues pour de longues périodes voire des années. Les
différents facteurs régulant la survie des Tm seront présentés en détails & la

section 1.5.3.

1.4.2 Sous-types

Il existe deux sous-types de Tm, les cellules T mémoires centrales (Tmc)

719094 Ces deux types de Tm se

et les cellules T mémoires effectrices (Tme)
distinguent par I’expression du récepteur de surface CCR7 dont les ligands sont
les chémokines CCL19 et CCL21 et de la L-sélectine CD62L7". Les cellules Tmc
expriment CCR7 ainsi que la L-sélectine, ce qui leur permet d’entrer dans les
organes lymphoides par les HEV qui expriment les ligands de ces molécules (voir
section 1.2.2.4) et d’attendre un signal antigénique pour s’activer. Les cellules
Tme, quant a elles, n’expriment pas les molécules d’adhésion aux organes
Iymphoides CCR7 et CD62L, ce qui leur permet de circuler constamment dans
I’organisme et d’étre a la recherche active de corps étrangers. Des cellules Tmc et
Tme ont été observées a la fois dans les populations de Tm CD4" et CD8". Les
Tmc CD4" produisent de 1’IL-2 et de 1’IL-10 et se divisent rapidement suite & une
re-stimulation "%, Les Tmc CD8", elles, sécrétent de I’IL-2 de fagon constitutive

mais ont besoin d’étre activées a nouveau par un Ag pour produire de I’IFN-y ou
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pour regagner leur fonction effectrice de production de perforine *.

Contrairement aux Tmc, les Tme arrivent a produire des cytokines beaucoup plus
rapidement. Les Tme CD4", dés qu’ils sont re-stimulés par 1’Ag, produisent de
IIFN-y et de I'IL-4 tandis que les Tme CDS8", eux, maintiennent leur fonction
effectrice de production de perforine’***>. En bref, les Tme conservent leurs
fonctions effectrices et sont prétes a réagir dans le cas d’une ré-infection tandis
que les Tmc résident dans les organes lymphoides ou ils peuvent rapidement se

diviser pour ensuite migrer aux sites d’infection en périphérie %%,

1.5 HOMEOSTASIE DES POPULATIONS DE LYMPHOCYTES T

Figure 5. Facteurs homéostatiques régulant les phases de la réponse immunitaire.
Le maintien des lymphocytes T a I’état naif nécessite la présence d’IL-7 ainsi que
de signaux fournis par l'interaction entre les RCT de ces cellules avec les
complexes CMH-peptide de I’organisme. L’activation des Tn par un Ag provoque
leur prolifération grice a la sécrétion d’IL-2. Durant cette phase, les Tn
deviennent des Te ayant une courte durée de vie. L’IL-2 et 'IFN-y, au pic de la
réponse immunitaire, induisent I’apoptose des Te. Durant la phase de contraction,
PIL-7 et le géne Spi2A constituent des facteurs protecteurs qui permettent a
quelques Te de survivre et de se différencier en Tm. Ces cellules ont une
longévité prolongée dans ’organisme grice a 'IL-7 pour les Tm CD4" et 4 I'IL-
15 et au facteur de transcription Bel-6 pour les Tm CD8".
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1.5.1 Homéostasie des lymphocytes T naifs

Le maintien constant des différentes populations de lymphocytes T dans
I’organisme est un défi de taille. Puisque le thymus produit 10° nouvelles cellules
T a chaque jour, environ 5% de I’ensemble des cellules T naives doit mourir pour
conserver un nombre constant d’environ 20 x 10° cellules . Les cellules T
naives demeurent en interphase 77-88 jours et leur renouvellement dépend de la
production de nouveaux lymphocytes T matures dans le thymus et I’exportation
de ceux-ci vers I’organisme . Leur faible taux de division (moins de 20% des Tn
se divisent dans une période de 5 semaines) 8 et le fait que suite a une
88,96-98

thymectomie chez une souris adulte, le déclin de ces cellules est assez lent

témoignent de cette durée de vie relativement longue.

Pour survivre, les Tn nécessitent une interaction constante de leur RCT
avec les molécules du CMH présentant les peptides du soi dans I’organisme
(fig.5). Ce phénomene a été démontré autant chez les cellules T naives CD4" 99-105
que CD8" 1% 3 aide de différents modeles expérimentaux dont une expression
des molécules du CMH restreinte au thymus, des greffes de thymus foetaux dans
des hoétes déficients en molécules du CMH ou encore le transfert de cellules T
naives dans des hotes déficients en molécules du CMH. Cependant, une vaste
gamme de demi-vies ont été rapportées lors de ces expériences privant les cellules
T naives de contacts avec les complexes CMH-peptides de I’organisme, avec une
moyenne se situant autour de 3-4 semaines. D’autres essais impliquant cette fois
une ablation de 1’expression du RCT sur les Tn plutdt qu'une absence de CMH

107,108 | 3 demi-vie de ces cellules

ont permis de confirmer les résultats précédents
T naives dépourvues de I’expression du RCT a aussi été estimée a 3-4 semaines,
comparativement a 11-12 semaines pour des cellules T naives capables d’interagir
avec le CMH '"'%® Enfin, Seddon er al ont proposé que I’acheminement de ce
signal de survie délivré lors de I’interaction du RCT des Tn avec les molécules du

CMH serait dépendant des kinases de la famille Src dont font partie Ick et fyn 109,

En ce qui concerne les cytokines, il a clairement ét¢ démontré que I’IL-7
est requise pour le maintien des Tn ''"*'" (fig. 5). L’IL-7 soutient la survie des

cellules T naives en permettant un meilleur maintien de leur taille cellulaire et de
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leurs fonctions métaboliques '

. Effectivement, il a ét¢ démontré qu’en
présence d’IL-7, les Tn métabolisent activement le glucose et expriment les
transporteurs de glucose 4 leur surface ''. L’IL-7 fait partie de la famille des
cytokines de type I qui transmettent leur signal via un récepteur composé d’une
chaine commune y (yc). Au niveau moléculaire, nous savons qu’il existe un lien
direct entre I’acheminement d’un signal via la chaine yc et I’expression de
protéines pro- et anti-apopotiques de la famille Bcl-2''*!"*. 11 a entre autres été
montré que 1’IL-7 provoquait une augmentation de 1’expression intracellulaire de
Bcl-2, une molécule de survie, ce qui pourrait expliquer son rdle dans le maintien

des cellules T naives''*.

1.5.2 Homéostasie des lymphocytes T effecteurs

L’homéostasie des Te se traduit par I’étude des facteurs régulant leur
apoptose ou leur survie lors de la phase de contraction. Leur vie, relativement
courte, est effectivement écourtée suite a 1’élimination de I’agent infectieux qui
attaque I’organisme. Suite & une reconnaissance antigénique par les lymphocytes
T, I'activation des cellules spécifiques a I’ Ag provoque une production importante
d’IL-2 qui promeut leur amplification clonale (fig. 5). Une fois I’agent pathogéne
¢éliminé, il y a enclenchement d’un phénoméne d’apoptose massive encouragée
par I’IL-2 et PIFN-y "' (fig_ 5). En effet, I'IL-2 posséde un réle critique dans

120,121

I’initiation de la mort cellulaire induite par un Ag (AICD) . De plus, il a été

montré que chez des souris déficientes pour I’IFN-y, 1a phase de contraction était

fortement ralentie et presque inexistante' "',

In vitro, il a été montré que les cellules T activées étaient susceptibles a
une grande variété de signaux de mort cellulaire tels que Fas, le TNF-a et I’IL-2 .
De plus, il se produit une accumulation de lymphocytes T activés dans des souris
déficientes pour plusieurs molécules différentes comme CTLA-4 122,123 ,IL-2 ”6,
CD25 (chaine o du récepteur de I'IL-2) "%, Fas ', le ligand de Fas 1% CD122
(chaine B du récepteur de ’IL-2) '*° et le TGF-p'?’ .
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1.5.3 Homéostasie des lymphocytes T mémoires

1.5.3.1 La longévité de 1a mémoire immunologique

L’apport en cellules T mémoires dans 1I’organisme est le résultat de la
différenciation de cellules T naives suivant une réponse immunitaire. La présence
des Tm ne prévient pas une réinfection par un pathogéne déja rencontré mais
permet une réponse plus rapide et plus efficace que celle des Tn. Il reste encore
beaucoup a apprendre sur les facteurs régulant I’homéostasie, c’est-a-dire le

maintien, de ces cellules protectrices.

Les cellules mémoires sont capables, méme sans stimulation antigénique,
de survivre plusieurs mois voire des années dans I’organisme grace 4 un
mécanisme d’auto-renouvellement. La premiére observation relatant cette
protection prolongée d’individus remonte a 1846, lorsque Panum, un médecin
danois, nota que des gens ayant été infectés par le virus de la rougeole en 1781
étaient protégés contre 1’épidémie de rougeole qui ravagea les fles Faeroe 65 ans
plus tard '®*. La mémoire immunologique, développée suite 4 une premiére
rencontre avec un agent infectieux, peut donc protéger un individu contre celui-ci
pour la vie. Bien que la mémoire développée contre le virus de la rougeole
implique surtout I’immunité humorale et la production d’Ac, des évidences
montrent que la mémoire des lymphocytes T peut aussi protéger a long terme. Le
meilleur exemple est sans doute la démonstration qu’il est possible de détecter des
cellules T CD4" et CD8" spécifiques au virus de la vaccine chez des individus
ayant été vaccinés S0 ans plus t6t contre le virus de la petite vérole (pour lequel on
note une réactivité croisée avec le virus de la vaccine)'”. Le maintien a long
terme d’une population de cellules T mémoires fonctionnelles est le principe a la

base du succeés de la vaccination.

1.5.3.2 La vaccination

La vaccination, dont le but premier est d’induire le développement de la
mémoire immunologique a long terme contre un pathogéne donné, existe depuis

des dizaines d’années. En effet, dés la fin du 18°™ siécle, Jenner, considéré



i
1
5

25

comme le pére de la vaccination, vaccinait les gens avec le virus de la vérole
bovine, ce qui les protégeait contre le virus de la petite vérole sans les rendre
malades'”®. Le succés de ce traitement fit tel que cette maladie est, depuis 1981,
éradiquée de la population. Depuis ce temps, divers vaccins ont permis de
contrdler plusieurs autres grandes maladies dont la diphtérie, le tétanos, la fiévre
jaune, la polio, la rougeole, les oreillons, la rubéole, etc. Aujourd’hui, de
nouveaux vaccins continuent de valoriser les bienfaits de la mémoire
immunologique en diminuant les effets secondaires qu’auraient pu causer
certaines infections. Par exemple, il est maintenant démontré que le vaccin contre
le virus de I’hépatite B a beaucoup diminué I’incidence de cancers du foie dans la

population '*.

Les vaccins ayant eu le plus de succés jusqu’a présent font surtout appel a
I’activation de I’'immunité humorale, donc des lymphocytes B et au maintien de
hauts titres d’Ac spécifiques au pathogéne combattu suivant le traitement.
Toutefois, la génération d’ Ac d’une grande spécificité contre un pathogéne limite
Pefficacité des vaccins dans les cas ot celui-ci subit des mutations. De plus, les
Ac solubles sécrétés par les plasmocytes sont connus pour réagir contre des
molécules étrangéres solubles dans I’environnement extracellulaire. Ils
n’envahissent jamais les tissus. Donc, malgré leur immense polyvalence, les Ac
fournissent une immunité partielle et s’avérent désarmés devant les
microorganismes infectieux comme le bacille de la tuberculose qui s’intégre
rapidement dans les cellules pour s’y multiplier. Dans de tels cas ou 1’agent
infectieux reste peu de temps dans 1’environnement extracellulaire ou subit des
mutations, c’est la réaction immunitaire & médiation cellulaire et ses acteurs, les

lymphocytes T, qui doivent intervenir.

Outre les maladies infectieuses, le cancer constitue un second fléau actuel
que les scientifiques tentent de comprendre et de traiter. De plus en plus
d’évidences suggérent que les cellules du systéme immunitaire jouent un role
important dans le contréle de I’oncogenése puisqu’il est possible d’observer chez
des patients ’accumulation de ces cellules aux sites tumoraux ', La réponse anti-
tumorale idéale qui devrait étre générée débute par Vactivation des cellules

présentatrices d’Ag via des signaux de danger. Ces signaux peuvent étre fournis
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par les tumeurs en progression qui causent un stréss important aux cellules
transformées. Une fois matures, les cellules présentatrices d’Ag captent et
apprétent les Ag tumoraux et migrent aux ganglions afin d’activer les acteurs de
Pimmunité acquise. Les lymphocytes T et B se dirigent ensuite au site de la
tumeur. L’activation des lymphocytes T résulte en une production de cytokines
telles que PIFN-y et le TNF-a qui peuvent contribuer a Iarrét de la prolifération
des cellules malignes et de I’angiogénése 2. De plus, les cellules T CD8" activées
peuvent, a P'aide de perforine ou de la voie Fas/FasL , provoquer la lyse des
cellules tumorales. Malheureusement, les tumeurs en progression utilisent de
multiples stratégies pour s’évader du systéme immunitaire. Par exemple, il n’est
pas rare d’observer une diminution de I’expression des molécules du CMH
matures et des molécules de co-stimulation sur les cellules tumorales, provoquant
ainsi une réponse d’anergie de la part des lymphocytes T '*. De plus, certaines
tumeurs préviennent le déclenchement d’une réponse inflammatoire en bloquant
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et interférent ainsi avec I’activation
des cellules dendritiques **. 11 est donc essentiel de développer des traitements
qui permettront d’optimiser la réponse immunitaire pouvant étre générée contre

les tumeurs.

Les connaissances acquises récemment sur I’immunité anti-tumorale ont
permis de préciser les anomalies a corriger pour atteindre une réponse
immunitaire efficace. Ce que I'on attend de I’immunothérapie des cancers est
I’éradication des cellules néoplasiques sans affecter les cellules normales. Le
concept de base de la thérapie anti-tumorale est d’amplifier sur le plan qualitatif et
quantitatif les effecteurs de la réponse immunitaire anti-tumorale. Les stratégies
thérapeutiques sont variées. Elles ont toutes pour objectif de lever I’anergie des
cellules potentiellement réactives en les stimulant dans des conditions optimisées.
Les vaccins impliquant I’immunité cellulaire et les lymphocytes T ont apporté
jusqu’a présent des résultats encourageants. L’identification de plusieurs Ag
tumoraux ont permis entre autres la production de vaccins de cellules dendritiques
activées présentant ces Ag. Plus directement encore, il est possible d’injecter des
lymphocytes T activés produits in vitro et dirigés contre ces Ag tumoraux. Ces
vaccins ont montré une régression des tumeurs dans plusieurs modéles

expérimentaux. Toutefois, dans de nombreux cas, les cellules effectrices injectées
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ne persistent pas assez longtemps dans 1’hote pour permettre une élimination

compléte de la tumeur .

Il est clair que les vaccins faisant appel a la réponse des lymphocytes T
laissent encore place a beaucoup d’améliorations puisque encore aujourd’hui, des
pathogénes infectant I’organisme de fagon chronique telles que le VIH, le HCV et
la malaria ou encore les cancers demeurent sans traitement efficace. La
compréhension des mécanismes de développement et de survie ainsi que des
caractéristiques des Tm permettra sans doute d’instaurer de nouveaux vaccins plus

efficaces.

1.5.3.3 Facteurs impliqués dans le maintien des lymphocytes T mémoires

Le maintien des populations de Tm CD4" et CD8" est régulé entre autres
par différentes cytokines (fig. 5). Au niveau moléculaire, cette survie prolongée se
traduit entre autre par une expression plus importante du facteur anti-apoptotique
Bcl-2 chez les cellules T mémoires CD8* comparativement aux T naives '*°. Des
études chez la souris ont suggéré que les cytokines pouvaient influencer le taux de
division des lymphocytes T naifs et mémoires. Ce taux de division est beaucoup
plus rapide chez les Tm comparativement aux Tn % Nous savons que le
renouvellement continuel des Tm CD8" requiert I’IL-15 et est inhibé par I'IL-2
7 De plus, des études faites chez des souris déficientes pour I’IL-15Ra ou I'IL-
15 ont montré que I’IL-15 est requise pour la survie a long terme des Tm CD8"
S.18139 1 role des cytokines dans 1’homéostasie des Tm CD4" était plus
nébuleux jusqu’a ce que ’on démontre que I’IL-7 est nécessaire pour la survie de
ces cellules ! Toutefois, I’IL-7 est aussi requise pour la survie des Tn, autant
CD4* que CD8* 0113142 Cette observation souléve la possibilité qu’un autre
facteur de survie, exclusif aux Tm CD4”, existe. Dans un méme ordre d’idées, les
travaux de Seddon et al en 2002 ont permis de proposer un role de la signalisation
du RCT, plus précisément des kinases Ick et fyn, dans la survie de ces Tm CD4"
"1 11 a aussi été démontré par transfert de cellules Tm CD4" ou CD8" dans des

hotes déficients en molécules du CMH que les interactions des Tm avec le CMH
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ne sont pas nécessaires a leur survie “**'%  Toutefois, chez les Tn, ces

interactions sont absolument requises %14,

De plus, suite a un article de Fukuda et al/ paru en 1997 et démontrant
Pimportance du facteur de transcription Bcl-6 dans la formation des centres
germinaux et des lymphocytes B mémoires ', Ichii ef al se sont questionnés sur
le rdle de ce facteur dans le développement des Tm. Les auteurs ont observé chez
des souris déficientes en Bcl-6 qu’autant la génération que la survie des Tm CD8*

spécifiques pour le peptide de I’ovalbumine SIINFEKL étaient compromises '*°.

Enfin, un récent article de Sun ez a/ montre que le transfert de Te CD8" (8
jours post-immunisation) dans des souris dépourvues de cellules T CD4"
provoque non seulement une diminution de la fonctionnalité¢ des Tm CD8" ainsi
générées mais aussi une diminution de leur survie '*°. Cette expérience améne
donc un nouveau concept proposant un role de I’aide CD4" a la fin de la réponse

immunitaire, c’est-a-dire dans le maintien d’une population stable de Tm.

Jusqu’a présent, nos connaissances des facteurs régulant I’homéostasie des
Tm sont encore prématurées. Etant donné le réle majeur de ces cellules dans la
protection a long terme de I’organisme contre les agents infectieux, nos études se

sont portées sur leur développement et leur survie.
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1.6 PROBLEMATIQUE

Deux aspects de la mémoire des lymphocytes T ont été analysés dans cette étude :
1) Nous avons tent¢ de déterminer comment certains lymphocytes T
effecteurs arrivent a survivre lors de la phase de contraction de la réponse
immunitaire quand la majorité, soit 90-99% d’entre eux, succombent au
méme moment a I’apoptose.
2) Nous avons examiné le réle de possibles signaux constitutifs émis par le

RCT dans le maintien a long terme des lymphocytes T mémoires.

1.6.1 Survie des lymphocytes T effecteurs qui se différencient en T mémoires

Comment sont générés les Tm a partir des Tn ? II s’agit 1a d’une question
dont les réponses sont encore trés controversées. De plus en plus d’évidences en
faveur du modéle de différenciation linéaire nous permettent de croire que les Tm

53,56-59

proviennent directement de la différenciation des Te . Toutefois, le

mécanisme déterminant quelles cellules effectrices survivent lors de la phase de
contraction pour devenir des cellules T mémoires n’est pas encore complétement
élucidé. 11 a été établi que I’IL-7 est nécessaire pour le développement des Tm
52113 et que I’IL-15 permet la survie des Tm CD8" 528713817 De plus, I'IL-2 peut
induire ’apoptose des lymphocytes T activés et pourrait donc provoquer la mort

121

des Te lors de la phase de contraction . Les cytokines joueraient donc un rdle

majeur dans les processus menant a la mémoire immunologique et & son maintien.

Il est possible que P’efficacité du développement des Tm soit dépendante de
la quantité de signaux transmis par le RCT suite 4 sa stimulation par un Ag. Les
lymphocytes T se différenciant en Tm seraient donc ceux qui auraient regu un
niveau de signal plus élevé lors de la reconnaissance antigénique. Sachant que
I’homéostasie des populations de lymphocytes T peut étre régulée par différentes
cytokines aussi impliquées dans la génération de la mémoire immunologique et son
maintien, nous supposons que le niveau d’engagement du RCT des cellules T lors
d’une activation de celles-ci est en lien direct avec I’expression des récepteurs de

ces cytokines. Une activation plus intense de certains RCT serait donc reliée & une
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expression plus forte des récepteurs de I’IL- 15 et de I'1L-7 et a une réduction de
Iexpression du récepteur de I'IL-2. Dans ce cas, une corrélation pourrait étre
¢établie entre le phénotype des Te et la production des cellules Tm.

+ Antigéne

Figure 6. Role des cytokines dans le développement des lymphocytes T mémoires.
Les cytokines régulent la prolifération, la différenciation et la survie des
lymphocytes T (fig. 5). L’IL-7 est nécessaire au développement des Te en Tm,
I'IL-2 provoque la mort des Te par apoptose et I'IL-15 est impliquée dans la
survie a long terme des Tm CD8". Les Te précurseurs des Tm pourraient avoir
modifié I’expression des récepteurs de certaines cytokines afin d’optimiser la
réception de signaux de survie lors de la phase de contraction, comme augmenter
I’expression des IL-7R et IL-15R et diminué I’expression du IL-2R.

Nous avons voulu vérifier si le niveau d’expression du IL-7R était
différent chez les Te précurseurs des Tm comparativement aux Te qui entrent en
apoptose lors de la phase de contraction de la réponse immunitaire.
Précédemment, nous avions démontré que suite & une immunisation avec un
peptide antigénique émulsifié en adjuvant complet de Freund, les précurseurs de
Tm CD8" maintenaient un niveau d’ IL-7R semblable aux lymphocytes T CD8"
totaux de la souris ainsi qu’aux Te CD8" entrant en apoptose durant la phase de
contraction. Nous avons voulu valider nos résultats a I’aide d’un second modéle
d’immunisation, soit I’injection de cellules dendritiques matures chargées avec ce

méme peptide antigénique.
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1.6.2 Role du RCT dans la survie des lymphocytes T mémoires

Le fait que les cellules Tm n’aient pas besoin d’interactions de leur RCT
avec les complexes CMH-peptide présentés dans 1’organisme pour survivre
n’exclut pas la possibilit¢ d’un rdle de signalisation basale du RCT dans ce
maintien & long terme. Nous croyons que des signaux intrinseques émis par le
RCT des Tm, et ce indépendamment d’interactions avec le CMH, sont a ’origine
de la survie de ceux-ci. Dans un méme ordre d’idées, nous savons que la survie
des lymphocytes B est totalement dépendante de I’expression du récepteur des
cellules B (RCB), et ce méme en absence de ligand spécifique '*®. De plus, la
simple mutation des motifs ITAMS de la queue cytoplasmique d’Igo qui transmet
les signaux dans les cellules B provoque la disparition de ces cellules, ce qui
suggére que le RCB délivre constamment des signaux de survie aux cellules B 149,
Il a aussi ét¢ démontré que la ségrégation des pré-RCT et pré-RCB dans les
radeaux lipidiques de la membrane plasmique des cellules pré-T et pré-B sont a
I’origine de signaux de survie pour ces cellules. Cette relocalisation des récepteurs
au niveau des domaines enrichis en lipides et en molécules de signalisation serait

suffisante pour initier une signalisation basale des pré-RCT et pré-RCB 150-152

La réponse des Tm contre les pathogenes est plus rapide et plus sensible
que celle des T naifs qui n’ont jamais rencontré leur Ag spécifique. En effet,
lorsqu’on stimule des Tn et Tm spécifiques 4 un méme Ag avec une dose égale de
peptide antigénique, le temps requis pour éliminer le pathogéne est beaucoup
diminué chez ces derniers '°. Ainsi, les Tm sont capables de répondre de fagon
agressive 4 de faibles doses d’Ag, ce qui permet un meilleur contrdle de
Iinfection. Cette augmentation de 1’avidité des Tm pour leur Ag est probablement
le résultat d’une réorganisation de la machinerie de signalisation intracellulaire du
RCT ayant été décrite a la section 1.3.3. Il a d’ailleurs été démontré que la
tyrosine kinase Ick qui est impliquée dans 1’activation précoce des lymphocytes T
est relocalisée 4 proximité du RCT des cellules Tm '*. De plus, nous savons
maintenant que lors d’une re-stimulation des Tm CD8" avec leur Ag spécifique,
on observe une phosphorylation plus efficace de I’adaptateur LAT impliqué dans
la transmission des signaux déliviés via le RCT ainsi qu’une
hyperphosphorylation des MAP kinases ERK, JNK et p38 . Enfin, il a
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récemment €t¢ montré que la tyrosine phosphatase CD45 impliquée dans la
transduction des signaux chez les lymphocytes T est relocalisée & proximité du
RCT dans les Tm CD4" comparativement aux Tn '>°. Cette co-localisation
induirait la déphosphorylation de la tyrosine carboxy-terminale inhibitrice de Ick,
permettant ainst une activité accrue de la src kinase. Toutes ces restructurations du
complexe de signalisation des Tm pourraient non seulement contribuer a leur
meilleur fonctionnement lors d’une rencontre antigénique mais aussi a leur
maintien a long terme dans I’organisme. et ce en permettant la transmission de
signaux basaux initiés par le RCT & lintérieur de ces cellules (fig. 7). Nous
souhaitons donc déterminer si I’expression du RCT est nécessaire a la survie des
Tm et étudier les mécanismes a I’origine de la génération de signaux intrinséques

de survie chez ces cellules.

Radeaux
lipidiques

Radeaux
lipidiques

Figure 7. Modéle de signalisation constitutive chez les lymphocytes T mémoires.
La machinerie de signalisation des Tm est réorganisée pour permettre une réponse
secondaire plus efficace. La kinase Ick et la phosphatase CD45 sont re-localisées a
proximité du RCT. 11 est possible que ces restructurations du complexe de
signalisation soient responsables de I’émission de signaux intrinséques chez les
Tm. Ces signaux pourraient permettre la survie de ceux-ci. Il est aussi possible
que le RCT des Tm soit re-localisé au niveau des radeaux lipidiques de la
membrane plasmique, assurant une transmission efficace de ces signaux de survie.
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2.2 ETUDE DES LYMPHOCYTES T MEMOIRES CD8*
2.2.1 Souris 2C

Les souris 2C utilisées dans nos expériences sur le développement de la
mémoire immunologique sont sur un fond C57BL/6. Les lymphocytes T CD8"
des souris 2C expriment tous un RCT transgénique spécifique pour un peptide
synthétique, SYRGL (SIYRYYGL), restreint au CMH-I K®.

2.2.2 Souris VBSLTAO : RCT OT-1 inductible a la tétracycline

Pour 1'étude des Tm, il a d’abord fallu développer un protocole
d’immunisation de souris menant a la génération d’une population de cellules
mémoires. Les souris VPSLTAOCo utilisées possédent un RCT OT-1
transgénique spécifique pour le peptide de 1’ovalbumine SIINFEKL (OV Ajs7.264)
restreint au CMH-I K® et qui permet donc la génération d’une réponse des
lymphocytes T CD8* '®. La particularité de ce modéle de souris réside dans la
possibilité de réguler I’expression de leur RCT par I’administration de tétracycline
(TET). Ces souris intégrent 3 transgénes différents (fig. 8). Dans le premier
transgéne (LTH), le promoteur Ick actif dans les lymphocytes T dirige
Pexpression d’un transactivateur (tTA). Ce transactivateur peut alors se lier aux
motifs Tet-O du second transgéne (TAO), qui code pour la chaine oo du RCT
spécifique pour 'OV Ajs7a64, €t promouvoir son expression. Lorsque ces deux
transgénes sont présents dans le génome d’une souris, il y a expression de la
chaine & OT-1 qui est une chaine Vo2. Le troisiéme transgéne de la souris
VBSLTAO est une chaine VPS5 réarrangée et exprimée de fagon constitutive grace
au promoteur de la chaine p du RCT. Etant donné que contrairement aux chaines
B, les réarrangements des chaines o du RCT ne sont pas suivis d’un processus
d’exclusion allélique, il est possible que certaines chaines o endogénes soient
aussi exprimées. Pour éviter ce probléme, les souris VBSLTAO sont croisées sur
un fond Ca (VBSLTAOCo™). Ces souris sont déficientes pour la région

constante de la chaine o du RCT, ce qui empéche I’expression du RCT chez
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celles-ci dés leur développement thymique '*°. Par conséquent, les souris Ca” ne

possédent aucun lymphocyte T mature en périphérie.

Les souris VBSLTAOCa™, en plus d’exprimer un RCT transgénique dont
on connait la spécificité antigénique, présentent une seconde caractéristique utile a
nos études. Le niveau d’expression de leur RCT peut étre contrdlé in vivo de
fagon quantitative par I’administration de TET aux souris. La TET exerce son role
en empéchant le transactivateur de se lier au second transgéne, ce qui provoque
I’arrét d’expression de la chaine Va2 du RCT. La TET est administrée de fagon
cofitinue par voie orale, dans 'eau que boit la souris. Une concentration de

400pg/ml de TET permet un arrét complet de 1'expression du RCT.

Transgéne #1:
LTH
TET 16 TGA
AW
.
T éne #2:
TetO - TATA | Jntron ine s du RCTOT-1 | 7 ECE
ATG TGA
Transgéne #3:
VBS5

Figure 8. Modeéle de souris V5LTAO. L’expression du 17 transgéne qui code
pour le transactivateur tTA est dirigée par le promoteur proximal Ick. Le 2°™
transgeéne code pour la chaine oo du RCT OT-1 (restreint a K® et spécifique a
'OV Ajs7.264). Son expression n’est possible que lorsque le tTA se lie aux
séquences TetO qui précede la séquence du RCTo OT-1. L’adminisatration de
TET empéche la liaison du tTA aux séquences TetO, abolissant I’expression du
RCT. Le 3°™ transgéne code pour la chaine p réarrangée du RCT OT-1 et son
expression est constitutive et dirigée par le promoteur B.

2.2.3 Immunisation et génération de lymphocytes T mémoires

Pour générer des Tm CD8", nous procédons d’abord au transfert adoptif de

cellules T CD8" provenant d’une souris VBSLTAOCa™™ (CD45.2) ou 2C (1B2")
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dans une souris B6.SJL (CD45.1). Le transfert adoptif de 10° cellules spécifiques
a un Ag donné dans une souris hote, suivi de 'immunisation de ces souris avec
I’ Ag en question, permet de produire assez de cellules mémoires pour que celles-
ci puissent étre identifiées a I’aide d’Ac monoclonaux. De plus, la réponse
immunitaire générée a I’aide de cette méthode est plus représentative de la réalité

que si, par exemple, on immunisait directement les souris VBSLTAOCa™

avec le
peptide OVAjys76. En effet, dans ce cas, la totalit¢ des lymphocytes T
deviendraient activés, ce qui provoquerait une inflammation massive chez la

souris. Nous savons que ce genre de réponse empéche la formation de Tm '’

Deux jours suivant le transfert adoptif, les souris sont immunisées avec des
cellules dendritiques produites in vitro a partir de moelle osseuse cultivée en
présence de GM-CSF et d’IL-4 **!%° La maturation de ces cellules dendritiques
est induite & I'aide de lipopolysaccharide (LPS) et au 7°™ jour de culture, les
cellules sont chargées avec un peptide antigénique, soit 'OV Azs7.264 Ou le peptide
SYRGL. Une fois récoltées, 5x10° cellules dendritiques sont injectées aux souris
transférées. Puisque I’aide CD4" est essentielle 4 la génération de Tm CD8"
fonctionnels et pouvant survivre a long terme (voir section 1.3.5.1), nous ’avons
introduite dans notre modéle. Pour ce faire, nous avons choisi d’immuniser des
souris femelles avec des cellules dendritiques males, ce qui provoque ’activation
de cellules T CD4" contre I’ Ag male et parallélement, Iactivation de cellules T
CD8" contre notre peptide antigénique OV Ajs7264 ou SYRGL. Les Tm CD8"
spécifiques au peptide OV Ays7.264 produits dans ce modéle peuvent étre repérés a
I’aide du marqueur allotypique CD45.2. Les Tm CD8" spécifiques au peptide
SYRGL peuvent étre identifiés a ’aide d’un Ac dirigé contre le RCT des cellules
2C, soit un anti-1B2. Dans les deux cas, les cellules T mémoires CD8" générées
possedent toutes les caractéristiques de bonnes cellules T mémoires (voir figure 3,

article #1 et figure 1, article #2).
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2.2 ETUDE DES LYMPHOCYTES T MEMOIRES CD4"
2.3.1 Souris LTAO

Les souris LTAO possedent les deux premiers transgénes présentés ci-haut
(LTH et TAO). Cela implique que les lymphocytes T de ces souris expriment un
RCT composé de la chaine Va2 couplée a n’importe quelle chaine VB provenant
des réarrangements endogénes de celles-ci. Les souris LTAO possédent donc un
répertoire de lymphocytes T polyclonal, capable de répondre a4 une multitude
d’Ag différents. Les souris LTAO utilisées dans nos expériences sont croisées sur
un fond Co™ (LTAOCa™), donc toutes leurs cellules T sans exception expriment
la chaine Va2. L’expression de la chaine Va2 provoque chez ces souris une
différenciation préférentielle des lymphocytes T vers la lignée CD4" '®°. Cela en
fait donc un trés bon modeéle pour I'étude des Tm CD4"

2.3.2 Lymphocytes T mémoires CD4'

Puisque les souris LTAOCo”" sont capables de répondre a une multitude
d’ Ag différents, nous avons pris en considération que ces souris avaient rencontré
des Ag de ’environnement au cours de leur vie et avaient donc produit des Tm
CD4" contre ces Ag. Les cellules mémoires sont identifiées a 1’aide des marqueurs
suivants : CD4", CD45RB", CD62L" et CD44™ ',



3. ARTICLES
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AVANT-PROPOS

Deux articles sont présentés dans ce mémoire. Dr Nathalie Labrecque a
élaboré les problématiques de recherche et collaboré grandement a la planification
des manipulations de ces deux articles. Julie Rooney a fourni une aide technique

importante lors de la réalisation des expériences présentées dans ces deux articles.

Le but de ces articles est de mieux comprendre la survie des lymphocytes
T au cours des différentes phases de la réponse immunitaire, plus particuliérement
la sélection de certains lymphocytes T effecteurs durant la phase de contraction
ainsi que la différenciation et le maintien de ceux-ci en tant que lymphocytes T

mémoires.

Le premier article constitue une réponse 4 la premiere question de la
problématique et traite du développement des lymphocytes T mémoires & partir
des lymphocytes T effecteurs. La majorité des travaux publiés dans cet article
sont le fruit des travaux de maitrise de Marie-Héléne Lacombe qui a terminé sa
maitrise en septembre 2003 dans le laboratoire de Dr Nathalie Labrecque. La
contribution de Marie-Pierre Hardy a d’abord été de mettre au point le modele de
transfert adoptif et d’immunisation avec les cellules dendritiques chargées d’un
peptide antigénique (figures 3 et 4). Elle a aussi étudié I'expression du récepteur
de 'IL-7 sur les cellules T effectrices lors de la phase de contraction a I’aide du
modele d’immunisation avec les cellules dendritiques chez les souris 2C et
VBSLTAO et évalué la fonctionnalité des lymphocytes T mémoires produits dans

ces expériences (figures 3 et 4).

Le second article porte sur un autre aspect de la réponse immunitaire, soit
la survie des lymphocytes T mémoires et particuliérement du role du récepteur des
cellules T dans ce processus. Dans cet article, Marie-Pierre Hardy a réalisé toutes

les expériences présentées.
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Interleukin-7 receptor expression levels do not identify

CDS8" memory T lymphocyte precursors'

Marie-Héléne Lacombe*, Marie-Pierre Hardy*, Julie Rooney* and Nathalie
Labrecque*?
*Guy-Bernier Research Center, Maisonneuve-Ro