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INTRODUCTION

Le systéme immunitaire joue un role prépondérant dans la défense de I’organisme, il est
essentiel pour nous protéger au maximum des attaques de tous types. Il est éduqué afin de
pouvoir distinguer le « soi » du « non soi » et permettre ainsi a I’organisme de maintenir son
intégrité. Il est composé d’une armée de soldats qui cooperent afin d’éliminer I’ennemi. Ces

soldats sont répartis en deux lignes de front : I'immunité innée et I’'immunité adaptative.
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Figure 1 : Schéma représentant le systeme immunitaire du « Soi » et du « Non-soi »

(Gaignier 2014)

L’immunité innée est un processus non spécifique mis en place immédiatement ou dans
les heures qui suivent la détection de I’¢lément étranger. Elle est mise en place rapidement grace
a de nombreux mécanismes, qu’ils soient physiques (barri¢res épithéliales), biochimiques (pH
acide) ou moléculaires (opsonines). Elle est constituée principalement de cellules qui circulent
constamment dans le sang ou dans les tissus, telles que les macrophages, les cellules

dendritiques (DC), les polynucléaires, les lymphocytes NK, etc.



Ces acteurs participent a mettre en place, entre autres, la phagocytose et I’activation du
complément permettant la destruction de la cible.

L’immunité adaptative, quant a elle, est la deuxieme ligne de défense. Cette immunité
spécifique est en coopération avec I’immunité innée, lorsque celle-ci n’est pas suffisante pour
¢liminer les agents étrangers. Elle se met en place, en quelques jours a quelques semaines, afin
de créer une armée de cellules immunitaires spécifiquement congues pour attaquer 1’antigéne
(Ag) reconnu. La caractéristique principale de cette défense est de posséder une mémoire
immunitaire. Parmi ces cellules, les lymphocytes jouent un réle majeur. Ils sont de deux types,
les lymphocytes T (LT) et les lymphocytes B (LB). Les LT représentent environ 80% des
lymphocytes circulants et jouent un role prépondérant dans la mise en place d’une défense plus
efficace.

L’immunophénotypage est I’examen clé afin de mettre en évidence des phénotypes

caractéristiques grace a I’utilisation de marqueurs de surface cellulaire.
L’identification des LT naifs (LTn) et mémoires est essentielle lors du diagnostic de pathologies
immunitaires, notamment les déficits immunitaires, mais également lors d’un suivi de la
reconstitution d’une allogreffe de cellules souches hématopoiétique, par exemple. Mais au sein
de ces populations lymphocytaires T mémoires, il existe des sous-populations dont les
fonctionnalités sont différentes. Il est donc indispensable d’analyser leur répartition au sein de
I’organisme dans des conditions physiologiques, afin de comprendre leurs implications en
condition pathologique. La détermination des valeurs normales est donc nécessaire afin
d’interpréter convenablement ces sous-populations.

Dans la population pédiatrique, 1’dge est au centre de [D’interprétation d’un
immunophénotypage. Aujourd’hui, I’existence de valeurs de références n’est établie que pour
la population naive, définie comme CD45RA", et la population mémoire, définie comme
CD45RO", ce qui ne rend pas compte de leur diversité.

I1 est donc indispensable, de mieux caractériser ces différentes sous-populations et d’établir des

valeurs de références pour les différentes tranches d’age chez 1’enfant sain.

Ce travail va donc se concentrer sur I'intérét de [’analyse ces sous-populations

lymphocytaires T naives et mémoires.



PARTIE I : GENERALITES SUR LES LYMPHOCYTES

1 Ontogénie
1.1 Hématopoiése : phase pré thymique

Le systéme immunitaire est régi par un nombre important d’acteurs permettant la défense
de I’organisme. Ces cellules ont toutes pour départ la moelle osseuse (MO), générées par un
processus nommé ’hématopoicese. L ’hématopoiese permet la génération de Cellules Souches
Hématopoiétiques (CSH), qui sont multipotentes et ont une capacité d’auto-renouvellement. La
différenciation a partir de la CSH, aboutie a deux lignées de progéniteurs : les progéniteurs
communs myéloides (CMP) et lymphoides (CLP). Lorsque la CSH est engagée dans une lignée,
elle perd sa fonction d’auto-renouvelement, mais garde sa multipotence (Akashi et al. 2000).
Chacune des lignées donne naissance a des précurseurs spécifiques jusqu’a aboutir a des
cellules matures. Leur point de départ est donc la MO, puis, contrairement aux autres lignées
sanguines qui ont une maturation médullaire, les LT s’engagent et se différencient dans le
thymus, d’ou la dénomination « T » en lien avec cet organe dans lequel leur développement

s’acheve.

Avant d’expliquer la physiologie structurale du thymus, il est important d’expliquer

comment ces précurseurs font pour pénétrer dans cet organe.
1.2 Migration thymique

Le modele de migration thymique peut s’apparenter a celui de la diapédese leucocytaire
(Scimone et al. 2006). Pour que ces cellules immatures puissent pénétrer dans le thymus, il y a
ce qu’on appelle la diapédése thymique, en analogie avec celle des leucocytes lors de la réaction
inflammatoire. Ce mécanisme met en jeu les cellules épithéliales du thymus et des récepteurs a

la surface. Il est basé sur 4 grandes étapes :

1- Faible adhésion et roulement: La diminution de la circulation sanguine permet aux
cellules de s’accumuler au niveau de 1’endothélium thymique. Ensuite, les sélectines (L-
selectine ou CD62-L/ P-selectine ou CD62-P) participent au phénomene de roulement des

progéniteurs le long des cellules endothéliales (Rossi et al. 2005).



La molécule d’adhésion CD44 fait également partie des molécules responsables de la faible
adhésion et du phénomeéne de roulement. De ce fait, avant une greffe de MO, 1’utilisation
d’un anticorps antiCD44 diminue fortement le nombre de cellules migrantes dans le thymus
(Wu, Kincade, et Shortman 1993). Ces molécules d’adhérence jouent un role majeur dans

la migration des progéniteurs lymphoides.

2- Activation : Cette étape est indispensable afin d’initier une forte adhésion entre les

4-

intégrines et les molécules d’adhésion. Des récepteurs aux chimiokines présents sur les
progéniteurs lymphoides, comme le CCR7 ou CCR9 (C-C Chemokine Receptor type 7 ou
9), permettent l’infiltration thymique. En effet, des études sur la souris montrent
I’importance de ces molécules dans le processus de « homing » afin de coloniser le thymus.
Lorsque ces souris sont déficientes en ces chimiokines, alors la pénétration thymique est
perturbée (Schwarz et al. 2007 ; Zlotoff et al. 2010). Ainsi, lorsque ces récepteurs se lient a
leur ligands respectifs (CCL19 et CCL21 pour le CCR7 ; CCL25 pour le CCRY), une

activation des intégrines s’enclenche permettant un fort attachement.

Forte adhésion : Les intégrines mises en jeu sont donc a4 et 2. Elles se lient respectivement
aux récepteurs VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) et ICAM-1 (Intracellular
Adhesion Molecule-1), exprimées a la surface endothéliale du thymus. Des études ont
cherché a montrer I’importance de ces molécules dans la colonisation thymique. Ainsi,
I’utilisation d’anticorps anti-intégrines, bloquant les sous-familles des intégrines a4 et B2, a
montré une diminution significative de cette migration thymique (Lepique et al. 2003 ;

Scimone et al. 2006).

Diapédeése : Dés que I’attachement a 1’endothélium a pu se faire, les cellules vont tout

naturellement transmigrer et entrer dans le thymus.
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Figure 2: Schéma de la diapédese thymique des progéniteurs lymphoides (images de Servier

smart art)

La migration des progéniteurs de la MO vers le thymus, est controlée et guidée par un
réseau de molécules. Lorsque ces cellules ont franchi la barriere thymique, alors s’enclenche le

développement thymique.

1.3 Développement thymique

Le thymus est un organe bilobé, composé de deux régions : une partie périphérique qui
constitue le cortex et une partie centrale ou I’on retrouve la médulla. C’est dans ces deux régions
que les progéniteurs des LT vont se différencier selon un gradient. Tout d’abord, le
cortex représente environ 85 % du thymus composé des cellules lymphocytaires immatures. La
partie externe du cortex est surplombée par des cellules nourricieres. Ce sont des cellules
¢épithéliales permettant la sécrétion de cytokines, jouant un role dans I’adhésion, la survie et la
prolifération de ces cellules immatures. Ensuite, elles s’orientent vers la médulla qui contient
les cellules lymphoides T plus matures, avec peu de capacité proliférative. Entre les deux, se
trouvent des LT matures et immatures, c’est la jonction cortico-médullaire.

Le bon développement de ces LT matures nécessite plusieurs étapes, distinguées grace a

leurs caractéristiques phénotypiques.



Elles sont définies en fonction de 1’expression des marqueurs de surface, mais également du
réarrangement du TCR (T Cell Receptor), récepteur spécifique des LT. En effet, on distingue
une phase TCR indépendante et une phase TCR dépendante ou les cellules sont engagées dans
la lignée T exprimant les deux molécules CD4" et CD8 * dits Doubles Positives (DP). Cette
derniere phase est caractérisée par la sélection thymique, aboutissant a des cellules naives et

matures CD4" ou CD8", dites simples positives (SP).

1.3.1 LT doubles négatifs

Au départ, les lymphocytes T immatures sont nommés Doubles Négatifs (DN) car ils
n’expriment ni le CD4 ni le CD8. Ils peuvent également étre appelés Triples Négatifs (TN) pour
CD4CD8CD3". Ce stade est marqué par une immaturité importante caractérisée par les
marqueurs CD13, CD33 et CD34. Ils représentent 2-5% des thymocytes totaux. Au sein des
DN, il existe des sous-populations (DN, DN2, DN3 et DN4) dont la distinction est faite grace a
deux marqueurs : CD44 et CD25 connu sous le nom de chaine o du récepteur a I’I1-2 (RIL2).

Les DN; (CD44'CD25%) sont des précurseurs lymphoides multipotents pouvant se
différencier a ce stade en cellules T, B, NK (Natural Killer) ou macrophage et DC. Les Early T
cell Precursor (ETP), caractérisés comme les précurseurs précoces des LT, sont phénotypés
CD34°CDla et sont retrouvés dans cette sous-population (Rothenberg, Moore, et Yui 2008).
Lors de I’acquisition du CDla, ils perdent le potentiel de différenciation des autres cellules et
sont donc restreints a la lignée T. Ainsi, ils peuvent commencer a exprimer des marqueurs T
précoces comme le CD2 et le CDS5 ; ce sont les pré T (Dalloul et al. 1999). Ces cellules migrent
vers le cortex thymique pour proliférer, et devenir DN>.

Ce second stade DN, (CD44"CD25") est caractérisé par I’initiation du réarrangement
des chaines du TCR. Elles sont caractérisées par une région constante et une région variable.
C’est au cours de la maturation thymique, que les régions variables subissent des
réarrangements de génes, c’est ce que 1’on nomme : la recombinaison V(D)J (Variable,
(D)iversity, Joining). Ce processus est nécessaire afin d’assurer une diversité du répertoire T.
Gréce a cela, les cellules vont pouvoir reconnaitre un large panel d’Ag étrangers (Ebert, Hill,
et Busslinger 2015). (Ce mécanisme sera détaillé dans la partie 2.1 : génération du répertoire).

La perte du CD44, entre autres, signe I’engagement vers la sous population DN; (CD44
CD25%). Le réarrangement des chaines B, y et 6 a commencé a partir du stade DN, mais
continue a cette étape, permettant de produire du TCR B intra cytoplasmique (cTCRg) a la

surface des cellules thymiques.
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L’association avec la molécule pTy et les sous-unités du CD3 forment le pré-TCR (cTCRp/pTq).
En ce qui concerne le réarrangement de la chaine o, il faut passer par la B sélection, étape
décisive dans la maturation thymique. Celle-ci se passe dans la région sous capsulaire du cortex
et fait partie des étapes de sélection discriminant les lymphocytes non fonctionnels.

Le stade DN4 (CD44°CD25") est la transition entre les DN et les DP. En effet, a la suite
de la B sélection, le réarrangement de la chaine o commence, permettant 1’expression d’un

TCRap ". Le passage de DN a DP est fait grace a I’expression des co-récepteurs CD4 et CDS.

1.3.2 LT doubles positifs

Les DP représentent environ 80 % des cellules thymiques, ils sont composés d’un TCR
complet. Il existe deux types de TCR, exprimés sur les lymphocytes T : le TCR af, plus
fréquent, caractérisé par I’association d’une chaine a et d’une chaine f et le TCR v, minoritaire
dans la circulation sanguine (<10%). C’est le niveau d’expression de I’Il-7 qui impacte la
prédominance entre le TCR af} et le TCR y6 (Ciofani et al. 2006 ; Huang, Durum, et Muegge
2001).

1.3.3 LT simples positifs

Les SP correspondent, en moyenne, a 15 % des LT. Ils ont passé la double sélection
positive et négative, qui a permis d’éliminer environ 90 % des thymocytes. Ils expriment
désormais, soit le CD4 soit le CD8 accompagnant le complexe CD3/TCR a forte expression.
Ce stade-1a correspond donc aux lymphocytes T matures, qui quittent la circulation sanguine

pour défendre 1’organisme.
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Figure 3: La différenciation thymique du LT DN au LT SP (Hogquist, Baldwin, et Jameson
2005)

Les étapes de différenciation thymique sont régies par de multiples mécanismes
moléculaires gérant la signalisation, la prolifération et la survie de ces cellules, dans le but de
générer des LT fonctionnels. Mais, avant que ces LT soient totalement opérationnels et ainsi
libérés dans la circulation, ils nécessitent une étape de sélection. En effet, le thymus joue
également un role dans la tolérance immunitaire, d’ou I’importance de la sélection thymique

intervenant dans les différentes étapes de maturation des thymocytes, vues précédemment.

2 Sélection thymique et génération du répertoire

La notion de répertoire se définit en deux catégories : d’une part, le répertoire génétique
ou potentiel qui se met en place dans le thymus pour aboutir d’autre part, au répertoire

périphérique disponible pour I’organisme (Jerne 1971).
2.1 Génération du répertoire potentiel

La diversité du TCR est possible par 1’association de deux chaines polypeptidiques : a et
B. Elles possedent un domaine N-terminal constitué d’un domaine variable (V) et d’'un domaine
constant (C). Cette variabilité génétique est possible grace a des génes disposés en mosaique
qui se réorganisent lors de ’ontogenése. Ainsi, la partie variable de la chaine o est obtenue
grace a I’association des différents segments Vi, J(jonction)y qui se lient au domaine C,. En ce
qui concerne celle de la chaine B, elle résulte de I’assemblage des segments Vp, D(Diversité)g,

Jp qui se liera a son tour au domaine Cg.
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Gréce a la comparaison des domaines variables de chaque TCR, il est mis en évidence des
régions hypervariables CDR (Complementarity Determining Regions) dont le CDR3, qui joue
un role prédominant lors de la reconnaissance de I’Ag puisqu’il permet un contact direct avec
le peptide. C’est lors de la recombinaison de ce domaine variable que la spécificité¢ du TCR, a

un type d’antigéne, est possible.

Ve Dpi Jp Cp Do Jpo Gy VB Jm G

Chaine B | l | Chaine a
V-N-Dy-N-J-Cy V,-N-J-C,
CDR1 CDR2 CDR3 CDR1CDR2 CDR3

Figure 4: Réarrangements somatiques des génes V(D)J du TCR af (Nikolich-Zugich, Slifka,
et Messaoudi 2004)

La diversité combinatoire du TCR passe par le réarrangement somatique des segments
V(D)J (le segment D n’intervient que pour la chaine §). Ce mécanisme est possible grace a
plusieurs enzymes, dont RAG-1 et RAG-2 (Recombination activating gene 1 et 2), qui
effectuent des cassures double brin afin de permettre la jonction des différents segments entre
eux. Cette liure est possible grace a I’intervention, notamment d’une enzyme, Artémis. Des
souris déficientes en 1’une de ces enzymes ne peuvent pas subir de réarrangement V(D)J et sont
dépourvues de LT et LB matures (Moshous et al. 2001). Ces enzymes sont produites
uniquement par la lignée lymphoide. Elles sont réprimées au moment de la sélection positive,
lorsque les réarrangements sont terminés aboutissant a un TCR complet. Ainsi, la combinaison
de ces segments permet un premier niveau de diversité du répertoire T (Dik et al. 2005).

Il existe un autre mécanisme de diversité intervenant dans les étapes de jonction de ces
différents segments : la diversité jonctionnelle. Elle est possible grace a une enzyme, la TdT
(Terminal deoxynucleotide Transferase) (Cabaniols et al. 2001). Elle permet des remaniements
jonctionnels en ajoutant des nucléotides entre les segments V-(D)-J. Cela constitue la région

hypervariable CDR3.
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En effet, le CDR3 se trouve au niveau des jonctions entre les segments V(D)J, alors que les
deux autres CDR sont uniquement au niveau du segment V. Cette région jouera un role
primordial dans I’interaction du TCR et du complexe p-CMH (peptide-Complexe Majeur
d’Histocompatibilité) lors de la reconnaissance de I’Ag. Le dernier niveau de diversité est

I’appariement des chaines a et B mais les combinaisons sont limitées.

Ce répertoire génétique est a I’origine de I’émergence d’un panel important de TCR, qui
constituera le répertoire périphérique, lorsque les points de contrdle de la sélection thymique

seront effectués.

2.2 La sélection thymique

Le développement intra-thymique permet 1’éducation de la tolérance du soi. En effet, le
SI doit étre capable de reconnaitre spécifiquement un large panel d’Ag qui n’appartient pas au
soi, afin de les combattre. Cela est possible grace a un microenvironnement cellulaire spécialisé,
fournissant aux thymocytes les facteurs et les conditions nécessaires a la défense de
I’organisme. La sélection thymique s’effectue vers la jonction cortico-médullaire, ou se
trouvent des cellules épithéliales thymiques corticales (cCTEC) et médullaires (mTEC).

Elle est composée de trois étapes : la B sélection (phase TCR indépendante), la sélection

positive et négative (phase TCR dépendante)

2.2.1 Laf sélection

Cette sélection permet la transition entre le stade DN et le stade DP grace a un signal
intracellulaire promouvant le réarrangement d’une chaine  fonctionnelle. De ce fait, si les
cellules n’expriment pas des réarrangements productifs et si elles ne s’engagent pas dans la voie
du TCR 739, elles seront éliminées par mort cellulaire. Cela correspond a environ 90 % des
cellules. Lors de cette 3 sélection, le processus d’exclusion allélique arrétent tout réarrangement
secondaire a partir du moment ou la production des chaines P est considérée comme efficace.
Cela déclenche le réarrangement de la chaine a. Les LT immatures qui passent cette sélection,
expriment ainsi un pré TCR, ayant la méme chaine . La survie et la prolifération de ces LT
enclenchent I’étape suivante qui est, le réarrangement de la chaine a aboutissant a la production

du TCRap"v.
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2.2.2 La sélection positive

Lors de I’émergence du répertoire génétique, un nombre important de TCR est produit
aléatoirement, potentiellement inefficace avec une affinité trop faible pour le p-CMH du soi.
C’est a ce moment que la sélection positive intervient, elle se passe dans le cortex thymique.
En effet, ce sont les cTEC qui sélectionnent positivement les LT grace a la présence des
molécules du CMH a leur surface. Ces molécules présentes des peptides antigéniques du soi
afin de tester le TCR. La survie dépend ainsi de 1’affinité du TCR pour le complexe p-CMH du
soi. La cellule T est sélectionnée si elle recoit un signal de survie lorsque la reconnaissance est

considérée comme suffisante.

2.2.3 La sélection négative

L’expression du CCR7 permet aux LT d’atteindre la médulla, ou a lieu la sélection
négative. Le but de cette sélection est de pouvoir éliminer les LT auto-réactifs qui ont un TCR
avec une forte affinité pour les Ag du soi. Cette fois ci, ce sont les mTEC qui participent a cette
sélection en exprimant a leur surface des Ag exogenes spécifiques des tissus (TSA) grace a
I’expression des facteurs de transcription (FT) AIRE (Autoimmune regulator) et Fezf2. Ces
TSA sélectionnent ainsi les LT CD4" et CD8". En effet, si le signal induit a la suite de la
reconnaissance des TSA par le TCR est de forte intensité, alors cela a pour conséquence, soit
la destruction par apoptose, soit I’anergie cellulaire (Gallegos et Bevan 2004).

Les mTEC possedent au moins 19 000 genes codant pour des TSA, dont le FT AIRE et
Fezf2. En effet, AIRE est capable de produire, en moyenne, 4000 TSA a lui seul ce qui permet
de s’affranchir d’un bon nombre de LT auto-réactifs reconnaissant ces Ag exogenes (Anderson
et Su 2016). Cependant AIRE ne produit pas tous les Ag du soi. Il se peut donc que certaines
cellules T échappent a la sélection négative. L’activation de ces LT contre des tissus sains
pourrait étre a I’origine de maladies auto-immunes. Ce risque est minimisé par la mise en place
de mécanismes de tolérance périphérique. Par exemple, les DC périphériques migrent dans le
thymus afin d’aider 1’élimination des LT auto-réactifs grace a la présentation d’autres types

d’Ag (Lopes et al. 2015).
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Figure 5 : Les différentes présentations de la sélection thymique des LT (Takada et Takahama
2015)

Ces différents points de niveau engendrent une multitude de TCR différents les uns des
autres due a des recombinaisons alléliques. Elles permettent la génération du répertoire T
potentiel qui par la suite constitue le répertoire T périphérique, composée de LT naifs (LTn)
n’ayant jamais rencontré I’Ag du non soi. Ils représentent moins de 5 % des thymocytes
initiaux. Cette réduction s’explique par les nombreux critéres de sélection thymique. Les LTn
se localisent dans les organes lymphoides secondaires (OLII*™) au repos, en attendant la

rencontre avec I’Ag par I'intermédiaire des CPA (Cellules Présentatrices d‘Ag).

3 Reconnaissance de ’Ag

3.1 Apprétement de I’Ag

Avant la présentation aux LT, ’Ag doit subir ce qu’on appelle 1’apprétement. La
reconnaissance de I’Ag passe d’abord par une dégradation en peptides puis par une association
a des molécules codées par le CMH ; ce complexe pCMH est exprimé via des CPA.

L’apprétement de 1’Ag, pour les LT CDS8" concerne les protéines intracellulaires
découpées au niveau du protéasome. Les peptides ainsi produits sont transportés par un
transporteur TAP vers le réticulum endoplasmique, puis dans ’appareil de Golgi pour
s’associer au CMH de type I, ils forment le complexe p-CHM:. En ce qui concerne les LT CD4",
ils reconnaissent des peptides présentés par le CMH de type II, a la suite d’une dégradation de
protéines exogeénes par voie endocytaire. Ces peptides passent par des compartiments

endosomiques, ayant un pH de plus en plus acide, augmentant 1’activité protéolytique.
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3.2 Présentation de ’Ag

Les CPA, et particulierement la DC, jouent un rdle essentiel dans la présentation de

I’antigéne. Elle permet d’induire trois signaux nécessaires a I’activation des lymphocytes.

3.2.1 Signal 1 : lesignal TCR

Dans les OLII*™, la DC présente son complexe p-CMH aux LT via le TCR. Cette
interaction engendre le premier signal, c’est le signal TCR. Il s’effectue au sein de la synapse
immunologique, qui s’organise afin de potentialiser les événements cellulaires a la suite de la
reconnaissance de I’Ag. En effet, les redistributions moléculaires, le gradient de concentration
des récepteurs a I’antigéne, la présence de corécepteurs et les molécules de costimulation
permettent de créer un environnement potentialisant la transduction du signal.

Chaque LT possede un répertoire différent et leur corécepteur (CD4 ou CDS8) se fixe a

des domaines conservés du CMH afin de renforcer et de stabiliser la liaison entre le TCR et le
p-CMH. Le CD3 associ¢ au TCR forme le complexe de signalisation. Il est impliqué dans la
transduction du signal grace a leurs motifs ITAMs (/mmuno receptor Tyrosine-based Activation
Motif) présents au niveau de la queue intra-cytoplasmique. Ce sont des sites d’action des
tyrosines kinases (TK), qui phosphorylent les résidus tyrosines, notamment Lck.
Cette phosphorylation des tyrosines des motifs ITAM recrute et active la protéine TK ZAP-70,
permettant I’enclenchement de la cascade de signalisation en aval du TCR telle que 1’activation
des FT comme NF-kB (Nuclear Factor Kappa B) a I’origine de la transduction des génes,
menant a la prolifération et a ’entrée en cycle cellulaire.

La reconnaissance de I’Ag peut étre influencée par la durée et I’intensité du signal TCR.
De nombreuses études montrent que la durée est proportionnelle a la capacité de prolifération.
Ainsi, plus la stimulation est longue, plus la prolifération et la différenciation sont importantes
(Prlic, Hernandez-Hoyos, et Bevan 2006). En ce qui concerne la force du signal TCR, elle est
générée par le nombre de complexes p-CMH et par I’affinit¢ du TCR. Ainsi, un faible signal
engendre une faible proportion de LT effecteurs et mémoires fonctionnels (Zehn, Lee, et Bevan

2009).
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Figure 6:Activation intracellulaire des TK lors du signal TCR (Garreau 2017)

Cette signalisation est donc essentielle comme point de départ pour I’activation des LT,

mais sans les signaux de costimulation, ils deviennent anergiques.

3.2.2 Signal 2 : le signal de costimulation

Ce signal est géré par des molécules de costimulation (activatrices ou inhibitrices) afin
de réguler I’activation lymphocytaire. En effet, le signal de costimulation détermine le devenir
de la cellule. Le récepteur activateur le mieux caractérisé est le CD28 et pour le récepteur
inhibiteur, le CTLA4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4).

Le CD28 est exprimé a la surface des LT et interagit avec le B7.1 (CD80) et B7.2
(CD86) a la surface des CPA. L’interaction du CD28, avec ’une des deux molécules, oriente
la différenciation cellulaire Th; pour la liaison avec le B7,1 et Thz pour le B7,2 (Kuchroo et al.
1995 ; Bhatia et al. 2006). L’interaction du CD28 impacte les molécules intracellulaires comme
I’IL-2, essentielle dans la prolifération lymphocytaire, et le Bcl-2 (B-cell lymphoma 2),
molécule anti-apoptotique. Grace a cela, la cellule recoit un message fortifi¢ pour s’activer
pleinement et ainsi s’engager dans une voie de différenciation adaptée a I’antigéne (Michel et
al. 2000 ; Okkenhaug et al. 2001).

CTLA-4 partage les mémes ligands que le CD28, mais le récepteur inhibiteur a une
affinité supérieure pour le CD80. Il existe donc une compétition entre ces deux récepteurs. Le
CTLA-4 se fixe a la place du CD28 lorsque celui est internalisé par endocytose, le rendant

indisponible.
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C’est un point de controle pour éviter I’emballement cellulaire puisqu’il n’est pas présent sur
le LT au repos, contrairement au CD28. En effet, il est produit lors de I’activation de la cellule,
afin d’avoir un effet répressif sur celle-ci. Cette interaction inhibe, notamment la TK ZAP-70

indispensable a I’activation des FT et donc de la prolifération lymphocytaire (Zhao et al. 2018).

Le signal 1 et 2 sont donc nécessaires a I’activation des LT permettant ainsi d’activer le

signal 3.

3.2.3 Signal 3 : le signal cytokinique

Le role du signal 3 est d’induire la prolifération et la différenciation des LTn en LT
effecteurs grace a I’environnement cytokinique. Tout d’abord, ces cytokines interviennent dans
I’expansion clonale des LT. La CPA produit de I’IL-12, qui se fixent sur son récepteur a la
surface des LTn. Cet ensemble d’interaction permet de fournir au LT CD4", les conditions
nécessaires pour leur expansion. En effet, lorsque le LT CD4" est activé, cela déclenche la
transcription de deux genes : celui qui code pour I’IL-2 et celui codant pour CD25, qui n’est
pas présenté de fagon constitutif, contrairement aux autres chaines qui composent le récepteur
(B et y). CD25 est nécessaire pour augmenter I’affinité de I’IL-2 a son récepteur, favorisant la
prolifération lymphocytaire T, ¢’est I’une des cytokines responsables de la division cellulaire.
Ainsi, lorsque le LT n’est plus stimulé par I’Ag, le RIL2 se dégrade pour signer la fin de la
prolifération.

En ce qui concerne les LT CDS8", la prolifération dépend de l’intensit¢ de la
costimulation. En effet, lorsque la réponse immune est trés forte, les DC ont un pouvoir de
costimulation élevé, ils peuvent donc induire directement la synthése d’IL-2, comme les
LTCD4 décrit précédemment. Mais quand le pouvoir de costimulation est faible, ce qui est le
cas lors de I’infection par certains virus, tel que I’herpés simplex virus, ou au cours du rejet de
greffe, D’intervention des LT CD4 est nécessaire pour compenser cette faible réponse

immunitaire (Bevan 2004).
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I1'y a deux types de coopération dépendant du type de LT CD4" qui intervient :

- Le LT CD4" naif produit de I’'IL-2 a la suite de son activation, afin de se fixer au RIL2
présent a la surface du LT CD8", permettant ainsi d’avoir une action paracrine sur la
cellule.

- Le LT auxiliaire interagit avec la DC afin d’augmenter le nombre de molécules de
costimulation nécessaire aux LT CD8" (comme le CD70 de la DC qui se lie sur le CD27
du LT CD8") (Ahrends et al. 2017). Il peut également intervenir dans la sécrétion d’IL-
15 par les DC en diminuant I’expression des molécules pro-apoptotiques en faveur des

anti-apoptotiques, augmentant la survie des LT CD8" (Oh et al. 2008).

Ainsi, les LT CD4" sont d’une grande aide pour 1’expansion des LT CD8". Par la suite,
apres 4 a 5 jours de prolifération intense, la différenciation est possible grace a I’intervention
des cytokines polarisantes ou cytokines de différenciation. Ainsi, les LT se différencient en
cellules effectrices : les LT CD4" deviennent des LT auxiliaires ou « helpers » (LTh) et les LT
CD8"des LT cytotoxiques (LTc), caractérisés par leurs fonctions effectrices. Par exemple lors
de I’infection par un virus, les Ag détectés par la CPA stimulent des récepteurs, les TLR (7oll
Like Receptors) engendrant la sécrétion d’IL-12, qui est une cytokine proTh; alors que si
I’infection est produite par un parasite, alors ce sont d’autres TLR stimulées qui produisent de
I’IL-10, cytokine permettant la différenciation en LTho. Le but étant d’orienter le type cellulaire,

le plus pertinent, afin de détruire I’Ag.

Signal 1 Signal 2 Signal 3
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Figure 7: Les différents signaux permettant l'activation et la prolifération des LT (Gutcher et
Becher 2007)

'Y K
Cytoklnes

Le but de cette diversité de lymphocytes émergents est de détruire I’agent infectieux de la

fagon la plus spécifique possible et cela est possible grace a leurs propriétés effectrices.
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4 Propriétés effectrices

4.1 Les LT auxiliaires ou helper.

Il existe une diversité dans la population des LTh. Ils peuvent étre distribués au moins
en 5 sous-classes, régies par le profil cytokinique (Zhu, Yamane, et Paul 2010). Des études ont
également réparti ces populations effectrices en fonction de 1’expression des récepteurs de
chimiokines spécifiques des tissus, subissant différents types d’inflammation. Les chimiokines

correspondantes moduleront I’amorgage, la différenciation et ’activation des LT CD4".

4.1.1 LTh

Les LTh; interviennent dans la phagocytose, dans I’augmentation de I’expression du
CMH et dans la production d’anticorps (AC) par les LB, en augmentant la sécrétion d’une
cytokine pro-inflammatoire : I’'IFN-y (Interféron-y). Elle participe a la lutte contre les agents
intracellulaires (bactéries, virus, parasites). Les récepteurs de chimiokines régulaient a la hausse
sont le CCRS5, CXCR3 et CXCR6. Le CXCR3 est important dans ’amorgage des LTh; dans le
ganglion lymphatique. En effet, la fixation des ligands CXCL9 et CXCL10 confére une stabilité
de contact avec les DC, favorisant la différenciation et la migration des LTh; dans des niches
lymphoides capables de potentialiser une grande production d’IFN-y. Cette production est
possible griace aux regroupements de cellules immunitaires CXCR3" sécrétrices d’IFN- y

(Griffith, Sokol, et Luster 2014).

4.12 LTh

Les LThy produisent de I’IL-4, IL-5 et IL-13 permettant la destruction des parasites
extracellulaires en augmentant la production d’AC via I’activation des LB et en stimulant la

différenciation des mastocytes et des polynucléaires éosinophiles. Ils expriment

préférentiellement CCR4, CCR8 et CXCR4.

4.13 LThi

Les LThi7 sont particulierement impliqués dans I’immunité des muqueuses. Ces LT
produisent de I’IL-17 engendrant une stimulation des cellules épithéliales, des kératinocytes et

des fibroblastes, qui a leurs tours vont pouvoir produire d'autres cytokines pro-inflammatoires
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dans le but de recruter les polynucléaires neutrophiles et les macrophages. Ils sont impliqués
dans la défense contre les bactéries extracellulaires et certains fongiques. Les LThi7 expriment
le CCR6 et le CCR4. Le CCR6 est considéré comme le meilleur marqueur de surface de ces
LTh, mais sa faible sensibilit¢ ’empéche d’étre utilisé seul. L’association avec d’autres
marqueurs, tels que le CCR4 et le CXCR3, caractérise des populations. En effet, le phénotype
CCR6'CCR4" identifie une population homogeéne, composé de LThi7, sécrétrice d’IL-17 et
possédant une spécificité pour Candida albicans. Quant aux cellules CCR6'CXCR3", elles
forment une population hétérogéne avec d’une part des LTh; produisant de ’IFN-y et d’autre
part des LTh produisant a la fois de I’'IFN-y et de I’'IL-17. Ces LTh1 (CCR6'CXCR3") sont
identifiés lors de I’infection par Mycobacterium tuberculosis (Acosta-Rodriguez et al. 2007).

Mais ils sont différents des LTh; « classiques » décrits plus haut (Sallusto 2016).

4.1.4 LTreg

Les LT régulateurs (Treg), produisent de I'IL-10 et TGF-B (Transforming Growth
Facteur Beta) inhibant les fonctions effectrices des LT. Ce sont des cellules controlant le
développement lymphocytaire de fagon négative afin de ne pas emballer le SI et ainsi minimiser
les dégats cellulaires. En exprimant le CCR7, ils migrent dans le ganglion lymphatique afin
d’effectuer leur fonction suppressive. En effet, les LTreg exprimant CD62L+CCR7+ possedent
une activité suppressive plus importante que ceux allant en périphérie. Cela a été observé lors
de maladies auto-immunes (MAI) ou de la réaction du greffon contre 1’hote (GVH).
L’expression du CCR4 est également retrouvée sur les LTreg. Ainsi, lors d’une transplantation
cardiaque, les DC présentant des alloAg dans le ganglion lymphatique, expriment le ligand du

CCR4 provoquant une colocalisation des LTregFoxp3".

4.15 LTf

Les LT folliculaires (LTf) différent des autres profils, car ils ne sont pas caractérisés par
leur production de cytokines, mais par leurs marqueurs phénotypiques. En effet, grace a
I’expression de CXCRS, les Tf se localisent préférentiellement dans les centres germinatifs des
OL et permettent une production d’AC de hautes affinités, par les LB. Mis a part leur
implication dans la formation du centre germinatif, ces cellules produisent I’IL-21, essentielle

dans la prolifération et la différenciation des LB en plasmocytes.
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Figure 8: Différenciation et caractérisation des LTh (Joachim 2021; Kara et al. 2014)

L’expression de ces récepteurs dépend de la différenciation des LTh. Ils aident donc, a la
migration de ces cellules afin d’utiliser les fonctions effectrices nécessaires pour combattre

I’infection.
4.2 Les LT cytotoxiques

L’activation des LT CD8" engendre une phase de prolifération qui nécessite des
changements métaboliques colteux en énergie, passant d’un métabolisme catabolique a
anabolique nécessaire a la génération de nombreuses cellules. (Pollizzi et Powell 2014 ;
Michalek et Rathmell 2010). La population émergente est hétérogéne et, tout comme les LTh,
elle se distingue par la production cytokinique et les différentes propriétés effectrices : LTci,
LTco, LTco, LTey7, Treg (Mittriicker, Visekruna, et Huber 2014). Nous nous attarderons
uniquement sur la sous-population Tc; puisqu’elle est majoritairement présente lors de la

différenciation cellulaire. Les cellules sont dénommées sous le terme de lymphocytes T
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cytotoxiques (LTc). En effet, ils participent activement a 1’élimination des pathogenes
notamment par la sécrétion de cytokines telles que IFN-y ou TNF-a (Tumor Necrosis Factor
alpha) et des molécules cytotoxiques (granzymes et perforines) leur fournissant la capacité de
tuer la cellule cible par apoptose, qui est un processus programmé et contrdlé contrairement a

la nécrose.
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Figure 9: Différenciation et caractérisation des LTc (Joachim 2021; Mittriicker, Visekruna, et
Huber 2014)

4.2.1 Sécrétion cytokinique

La sécrétion cytokinique va dépendre d’une part des conditions d’activation et d’autre
part de I’infection, dans le but de potentialiser ’action de I’immunité innée et adaptative dans
la défense contre les pathogénes intracellulaires (Kaech et Cui 2012).

On retrouve comme environnement cytokinique : 1’IL-2, TNF-a, 'IFN-y et I'IL-10 qui
peut varier selon I’infection en cours (N. Zhang et Bevan 2011). Le TNF-a et 'IFN-y participent
a DPactivation des macrophages et permettent ainsi d’augmenter la phagocytose. L’ IFN-y
favorise I’accroissement de I’expression des molécules de CMH-I permettant de potentialiser
la réponse des LT CD8+. L’effet antiviral de cette cytokine permet d’inhiber la réplication
virale. (Schroder et al. 2004 ; Zhou 2009). Les LTc jouent également un rdle dans la régulation

de la réponse cytotoxique.
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Afin d’éviter des dommages cellulaires trop importants, ils sécrétent la cytokine
immunosuppressive IL-10 au niveau des sites périphériques, alors que dans les OLII®™, la
production de cette cytokine est produite par les LT CD4". Cette production d’IL-10 par les LT
CD8" est controlée par la charge virale. Elle est plus importante lors du pic de la réponse
immunitaire que lorsque I’infection est contrdlée mais cela n’affecte pas la cinétique de la
clairance virale. C’est un état intermédiaire permettant d’équilibrer la cytotoxicité importante
de ces LTc (Palmer et al. 2010). Le TNF-a régule aussi négativement la réponse T CD8", en
effet lorsque des souris déficientes en TNF-a étaient infectées par LCMV (Virus de la
chorioméningite lymphocytaire), cela engendre une hyperproduction de LTc (Singh et Suresh

2007).

4.2.2 Mécanismes cytotoxiques

L’activité cytolytique est possible grace a deux mécanismes apoptotiques: 1’un

dépendant de la voie perforines/granzymes et 1’autre de la voie Fas/Fas-ligand.

4.2.2.1 Voie perforines/eranzyme

Cette voie est enclenchée grace a un signal intracellulaire lors du contact entre le
lymphocyte et la cellule cible. Durant la dégranulation ou I’exocytose des cellules cytotoxiques,
des microtubules permettent aux granules préformés ou aux lysosomes de libérer des molécules
lytiques (perforine, granzymes, granulysine). Une fois la dégranulation effectuée, des
marqueurs de surface sont exprimés (CD107a, CD107b et CD63). Ces molécules

empécheraient I’autodestruction lymphocytaire (Chavez-Galan et al. 2009).

4.2.2.2 Voie Fas/FasL

Lors de I’engagement du TCR, Les LTc expriment des ligands FasL, ce sont des
protéines transmembranaires de forte toxicité qui se fixent a leur récepteur Fas (CD95)
appartenant a la superfamille des TNFR. Par suite de cette liaison, le recrutement de la caspase
8 induit la mort de la cellule par apoptose.

L’homéostasie des LT CDS8" est également controlée par le systeme Fas/FasL. Cette voie
joue un role dans le controle des cellules constamment activées. En effet, la cytotoxicité, induite

par FasL, doit étre régulée et restreinte afin d’éviter une apoptose excessive.
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La sensibilité de FasL est donc limitée par la métalloprotéase ADAM-10, permettant le clivage
protéolytique de FasL en une forme soluble sFasL possédant une activité apoptotique quasi
nulle (1000 fois moins cytotoxique). Elle est considérée comme 1’antagoniste du FasL (Suda et

al. 1997).

Ainsi, les lymphocytes T effecteurs jouent un role majeur dans la défense contre les
différents pathogenes, mais lorsque I’infection est terminée, I’avenir de ces lymphocytes n’est
pas de rester indéfiniment dans la circulation en étant activés. C’est a ce moment-la que la

mémoire intervient.

5 Mise en place de la mémoire

La phase de contraction est une étape qui ¢limine une majorité des cellules effectrices (90
a 95 %). Elle précede la phase de mémoire durant laquelle la faible proportion de lymphocytes
restants persiste dans 1I’organisme dans un état latent jusqu’a une prochaine infection (Kumar,
Connors, et Farber 2018). La notion de mémoire se met en place lorsque les LT effecteurs ont
joué leur role dans la destruction de I’agent pathogene responsable de I’infection. Cette
mémoire permettra de renforcer une seconde attaque en engendrant une réponse plus rapide,
plus efficace et spécifique de I’Ag. Ces cellules mémoires sont donc dotées de différentes

caractéristiques leur permettant une meilleure prise en charge lors d’une future infection.
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Figure 10: Représentation de la mise en place de la mémoire lymphocytaire lors d’une

infection (Inserm, La science pour la santé » s. d.)

5.1 Un pool cellulaire augmenté

Le nombre de cellules ayant un TCR spécifique de I’antigene lors de la premiere infection
est 2 500 fois plus important qu’initialement (Blattman et al. 2002), ainsi le pool de cellules

mémoires potentialise la reconnaissance de I’antigéne a la suite d’une seconde infection.
5.2 Une longue durée de vie

Le but d’'une mémoire est sa persistance dans le temps afin d’assurer une défense efficace
et durable. Par exemple, la survie des LT mémoires CD8" ne dépend pas de la stimulation du
TCR, mais plutdt de la production d’IL-7 qui contrdle les molécules anti-apoptotiques telles
que le Bcl-2. L’IL-15 intervient également dans la prolifération homéostatique des LT

mémoires CD8" (Rubinstein et al. 2006 ; Tan et al. 2002).
5.3 Un état hyper-réactif

Lors d’une réactivation, les lymphocytes vont étre rapidement efficace. Ils réacquiérent
plus rapidement leurs fonctions effectrices et cela est di a des modifications post

traductionnelles présentes lors de la premiére réponse et qui sont conservées a I’état latent,
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c’est le cas de la chimiokine CCLS5, stockée dans des granules, préte a étre libérée lors de
I’activation des LT mémoires CD8" (Walzer et al. 2003). Ces modifications épigénétiques
permettent a la chromatine d’étre soit condensée soit décondensée, participant ainsi a la
répression ou 1’expression de certains genes, essentiels a la réponse immunitaire. En effet,
lorsque les genes présentent une chromatine condensée, alors leur expression est limitée, par
défaut d’acces. Tandis que lorsque celle-ci est décondensée, comme c’est le cas pour les genes

codant pour I'IFN-y ou I’IL-2, I’accés est favorisé (Araki et al. 2008).
5.4 Une localisation non restreinte

Les LT mémoires prennent en charge plus rapidement I’infection, car ils ont la capacité
de se rapprocher de la zone ou I’Ag se trouve en premier lieu. En effet, la porte d’entrée de I’Ag
se trouve généralement au niveau des tissus périphériques. Les cellules mémoires possedent des
récepteurs de chimiokines a la surface (CCR7, CCRS, CXC3...) leur permettant de sortir des
OLII*™s, mais également de circuler et résider dans les organes non lymphoides. Cela est

essentiel afin de pouvoir neutraliser rapidement I’Ag.

= LT CD8 mémoire
Cerveau = LT CD8 naif

Ganglions {

Intestin

Figure 11: Circulation des LT naifs et mémoires au sein des différents organes (Grau, s. d.)

Grace a une cellule T naive, I’organisme peut produire de nombreux sous-ensembles
de LT effecteurs et mémoires avec des profils phénotypiques et fonctionnels différents. Nous

allons donc nous attarder sur ces sous-populations et leur intérét en pathologie humaine.
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PARTIE II: LES SOUS-POPULATIONS LYMPHOCYTAIRES
T NAIVES ET MEMOIRES

Nous allons nous intéresser a I’hétérogénéité des cellules mémoires qui restent en
latence avant la rencontre de I’Ag. Il existe une diversité dans cette sous-population mémoire.
Cette distinction se fait selon plusieurs critéres: les marqueurs phénotypiques, la

compartimentalisation et les propriétés fonctionnelles.

1 Différenciation des sous-populations naives et mémoires

1.1 Marqueurs phénotypiques

Historiquement, le CD45 était le premier utilisé afin de distinguer ces deux grandes
populations. En effet, c’est un marqueur de naiveté découvert dans les années 80 anciennement
appelé CD45R. Les isoformes CD45 ont permis de positionner les LT, ainsi les LTn ont un
phénotype CD45RA" alors que les mémoires ne ’expriment pas et possédent, plutdt a leur
surface, I’isoforme RO, marqueur de mémoire. La présence de CD45RO est retrouvée, chez les
nouveaux nés, et son expression augmente avec 1’age (Mahnke et al. 2013). Ainsi, I’expression
de I’isoforme CD45RA ou RO est une approche rapide de la distinction des cellules naives et
mémoires, mais cette approche est incompléte.

Lors de 1’étude de la composition de la lymphe d’une jeune brebis, dirigée par I’équipe
de Mackayi, ils ont découvert que la lymphe efférente, qui se dirige vers les organes lymphoides
secondaires (OLII**) via les veinules endothéliales hautes (HEV), est composée
majoritairement de cellules ayant un phénotype naif (CD45R*, CD44'°%) contrairement a la
lymphe afférente, correspondant aux LT rejoignant les tissus périphériques, riche en LT
mémoires (CD45RCD44"eh) (Mackay, Marston, et Dudler 1990). Les cellules mémoires sont
donc destinées a circuler dans le sang pour atteindre les tissus périphériques afin de potentialiser
la rencontre de 1’Ag, tandis que les cellules naives circulent en direction des OLII?™s,

Cette différence de compartimentalisation est due a la présence de marqueurs impliqués dans
la migration tissulaire. L’étude de ces marqueurs cellulaires, menée notamment par Sallusto, a
permis, au début, de subdiviser la population mémoire des LT en deux : on retrouve ainsi les

LT centraux mémoires (LTcwm) et les LT effecteurs mémoires (LTem) (Sallusto et al. 1999).
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Cette distinction est possible grace ’expression des molécules de « homing », ou de
domiciliation, CCR7 et L-selectine (CD62L). Ils permettent le déplacement a travers les
OLHaires.

1
99%
Hi s
=1L 45% .
(&) R L 5
o S | Y
CD45RA —» CDB2L —»

Figure 12:Sous-populations lymphocytaires TCD4" mémoires.

La premiére figure met en évidence un dot plot des trois sous-populations LT CD4" :
(1) CCR7°'CD45RA", (2) CCR7'CD45RA", (3) CCR7-CD45RA". La deuxiéme figure illustre
un histogramme du niveau d’expression du CD62L des trois sous-populations (Sallusto et al.
1999).

Ces observations faites initialement ont été étendues et cela a permis de mettre en
¢évidence I’existence d’autres sous-populations lymphocytaires T. En revanche, il a été
démontré que l'expression de CD62L sur les cellules T effectrices et mémoires est plus variable
et reste ¢levée sur certaines cellules T, mais est régulée a la baisse sur d'autres. En effet, les
LTcm expriment normalement le CCR7 et le CD62L permettant la migration au sein des
OLII#"s alors que certains LTcm vont perdre le CD62L tout en gardant CCR7*. De méme pour
les LTewm, qui sont CD45RACCR7", qui peuvent exprimer le CD62L. Il a été suggéré que cette
divergence est en corrélation avec des caractéristiques et des schémas de migration distincts, de
la méme maniere que les récepteurs des chimiokines présentent des schémas d'expression
polarisés. CD45 RA/RO et CCR7 semblent étre de bons marqueurs afin de discriminer les sous-

populations de LT.
1.2 LT naifs

Les LTn posseédent un phénotype CD45RA"CCR7", ils circulent constamment entre le
sang et les OLII*™s afin de potentialiser la rencontre avec I’Ag, grace a I’expression de CD62-
L qui se fixera sur des molécules d’adressage périphérique exprimées a la surface des HEV. De

plus, les LTn expriment le CCR7 et la fixation des ligands CCL19 et CCL21 sur ce récepteur
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déclenche un signal permettant la rétention des LTx dans la zone T des OLII*™ pendant 24 h

(Ford et Gowans 1969).

1.3 LT mémoires

1.3.1 LT centraux mémoires

Les LTcwm sont définis comme CD44high CD45RA ™, expriment CD45 RO, CCR7 ainsi
que la L-selectine. Ils peuvent migrer vers les OLII*™ via les veinules postcapillaires appelées
HEV (High Endothélial Venule). En effet, les cellules endothéliales tapissant ces vaisseaux
expriment les ligands du récepteur de surface CCR7 permettant de traverser le ganglion
lymphatique. Les LTcm qui sont de nouveau exposés a I’Ag, augmentent rapidement leur
prolifération pour étre prét a migrer aux sites d’infection et, selon I’environnement cytokinique,
ils pourront se différencier en LTem. Ce sont des cellules assimilables a des cellules souches.

Elles possedent un pouvoir d’auto-renouvellement et de différenciation.

1.3.2 LT effecteurs mémoires

Ils se distinguent des LTcwm, car ils n’expriment pas ou tres peu les molécules d’adhésion aux
OLII%"s, ils sont donc définis par CD44"eh CD45RA- CCR7- et CD62L" (Sallusto et al., 1999).
De ce fait, ils circulent dans 1’organisme, entre les tissus non lymphoides et le sang, afin de
rechercher des agents étrangers. Ils sont dotés de fonctions effectrices immédiates permettant

de se préparer en cas de réinfection.

1.3.3 LT effecteurs terminaux

Les LT effecteurs terminaux (LTer), que 1’on appelle également les LTemra, Ou encore
LT de différenciation terminale (LTtp) sont retrouvés majoritairement au sein du pool de LT
CD8". Cette sous-population exprime le marqueur de naiveté sans pour autant avoir les
caractéristiques d’une cellule naive puisqu’elle posseéde une fonction cytolytique importante
grace a la production accrue de perforine. Leur durée de vie est, cependant, plus faible que celle
des LTem classiques. Cette sous-population correspond au dernier stade de différenciation
lymphocytaire. Elle a été¢ découverte chez I’homme, mais pas chez la souris.
Elle est définie par un stade de différenciation terminale ayant une trés faible capacité

proliférative (Geginat, Lanzavecchia, et Sallusto 2003).
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1.3.4 Autres LT

1.3.4.1 LT souches centraux mémoires

Il a été découvert en 2011, I’existence d’une cellule plus immature, avec une capacité
de prolifération importante et une longue durée de vie, la cellule lymphocytaire T centrale
mémoire souche (LTscwm). Elle peut étre considérée comme 1’intermédiaire entre le LT et le

LTcm (Gattinoni et al. 2011).

1.3.4.2 LT résidents memoires

En 2009, la découverte d’une autre sous population lymphocytaire mémoire voit le jour.
Elle a été mise en évidence lors d’une infection a ’'HSV (Herpés Simplex Virus), par I’équipe
de Gebhardt (Gebhardt et al. 2009). Ce sont les LT résidents mémoires (LTrMm), comme son
nom I’indique, ils ne circulent pas dans le sang, mais résident dans les tissus périphériques
infectés par I’agent infectieux. Dans le cas de I’HSV, ils restent en latence dans la peau et les
ganglions sensoriels ou le premier contact avec le virus a été fait. Ils n’expriment pas le CCR7
ni le CD62L, ils sont caractérisés par 1’expression du CD103, molécule d’adhérence connue
sous le nom de I’intégrine aE et CD69, qui est un marqueur d’activation lymphocytaire précoce
(Farber, Yudanin, et Restifo 2014). Ce pool de LT persistera a long terme et participera a la

protection immunitaire locale.

Lymphocytes T CD4* Lymphocytes T CD8*
1: Lymphocytes T naifs
2: TCM
3: TEM
4: TEMRA

CCR7

CD45RA

Figure 13: Détermination des LT en fonction des marqueurs CD45RA et CCR7 dans le sang

déterminés par cytométrie en flux (Sallusto, Lenig, et Lanzavecchia 1999)
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1.4 Compartimentalisation

Ces différentes sous-populations différent selon le compartiment LT CD4" et LT CDS8".
En effet, les LTcm sont prédominants dans le pool CD4" alors que les LTem et LTemra sont
retrouvés dans le pool CD8" (Campbell et al. 2001).
De plus, I’environnement cytokinique d’activation des LT influence l’orientation de la
différenciation. Dans le modéle murin, il est montré que I’activation des LT CD8", par I’'IL-15
et I'IL-2, favorisent respectivement le développement des LTcwm et des LTem (Manjunath et al.
2001). Chez I’homme, les LT CD8" activés par I’'[L-15 migrent dans les OLII*™ tandis que
ceux activés par I’IL-2 sont retrouvés dans des zones périphériques ou I’inflammation a lieu.
(Weninger et al. 2001). Leurs proportions varient également en fonction de I’antigéne impliqué.
En effet, lors d’une immunisation par le Virus de I’Immunodéficience Humaine (VIH), les LT
mémoires prédominants sont des LTem tandis qu’une infection par le Cytomégalovirus (CMV)

engendre un pool de LTemra plus important (Wertheimer et al. 2014).

ORGANES LYMPHOIDES

TCM

- Persistent dans les
organes lymphoides.

- Se différencient
rapidement en cellules
effectrices.

TEM

les tissus périphériques.
- Ont des fonctions
effectrices accrues.

- Recirculent entre |
%0 ok e
e
(Y

e

Trm
- Persistent dans les tissus
épithéliaux périphériques.
- Constituent une premiére
barriere de protection
contre les ré-infections.

TISSUS PERIPHERIQUES

Figure 14: Compartimentalisations et circulation des lymphocytes TCM, TEM et TRM en
fonctions des différents organes (« Les lymphocytes Trm, sentinelles du systeme

immunitaire » s. d.).

La caractérisation de ces sous-populations lymphocytaires T se fait par des marqueurs

phénotypiques, mais également par leurs fonctions.

-33 -



2 Modéeles de différenciation

Apres la phase de contraction, les cellules restantes ont pour destin de constituer le pool de
cellules mémoires. Plusieurs modeles ont été décrits pour comprendre le devenir des cellules
naives en cellules mémoires. Il existe a ce jour, plusieurs modeles de différenciation de ces
sous-populations, mais les études sont controversées en ce qui concerne l’origine des
populations lymphocytaires T mémoires. Ces différents modeles proposés se sont basés

principalement sur les LT mémoires CDS8".
2.1 Modele linéaire

Cela implique une continuité de différenciation, c’est-a-dire que la cellule naive devient
une cellule effectrice qui, lorsqu’elle a détruit I’ Ag, peut terminer sa voie de différenciation soit
en cellule mémoire soit en mort cellulaire. Cela suggere une progression du LTn vers un profil
terminal plus différencié a partir d’'un LT effecteur. Des études ont démontré que les LT
mémoires ayant un profil Th; provenaient du pool initial des LT effecteurs orientaient vers la
voie Thl. Cette empreinte des lymphocytes T effecteurs (ou de profil Thl) se retrouve
particulierement chez les LTem. Ils conservent leurs propriétés correspondant a leur lignage de
départ (Marshall et al. 2011). Ils conservent des marqueurs épigénétiques effecteurs, mais
expriment des marqueurs de naiveté essentielles a leur survie. Dans ce modele, le LT effecteur

devient un LTgm puis un LTcm (Akondy et al. 2017).

Auto-renouvellement

,/’/ \ D LTem LTem

Apoptose

Figure 15: Modele de différenciation linéaire des LTy (inspiré d’Ahmed et al. 2009; Kaech et
Cui 2012)
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2.2 Modéle d’auto-renouvellement

C’est également une continuit¢ de différenciation, mais a la distinction du modele
linéaire, les LT se différencient en LTcwm. Ils sont assimilés a une cellule souche proliférant et
générant les LTrwm. IlIs finissent leur différenciation en LT mémoire a différenciation terminale

(Ahmed et al. 2009). Cela permet d’entretenir le pool de LT mémoires.

q Auto-renouvellement

[ LTem T

Figure 16:Modeéle de différenciation linéaire du LTy par auto-renouvellement (inspiré

d’Ahmed et al. 2009; Kaech et Cui 2012)
2.3 Mode¢le asymétrique

C’est une différenciation divergente a partir d’une cellule naive, elle peut donner
naissance, selon leur empreinte génétique et les signaux environnementaux, soit a des cellules
filles effectrices soit des cellules filles mémoires. Ces cellules naives peuvent avoir une
prédisposition génétique a devenir des précurseurs mémoires. En effet, ce modele a été proposé
en prenant en compte la notion de multipotence indifférenciée des LT mémoires (Chang et al.

2007).

Weftecteur Apoptose

q Auto-renouvellement

Précurseur mémoire LTem [l 4 LTy

Figure 17: Modeéle de différenciation asymétrique des LTy (inspiré d’Ahmed et al. 2009,
Kaech et Cui 2012)
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2.4 Modele décroissant

Cette différenciation se met en place dans les infections chroniques, lors d’une
stimulation persistante par I’Ag. Ce modele implique les signaux d’activation. En effet, les LT
vont acquérir leurs propriétés effectrices et ainsi perdre leurs fonctions prolifératives et leur
longévité par accumulation des signaux activateurs. Cela génére un spectre de LT mémoires
ayant un phénotype plus ou moins différencié en fonction de la stimulation cellulaire (Joshi et

al. 2007).

effecteur
LTy l /D \L l
LTewm LTem Apoptose

Figure 18: Modéle de différenciation croissant des LTy influencé par la stimulation

antigénique (inspiré d’Ahmed et al. 2009; Kaech et Cui 2012)

Ainsi, ces modeles ont été proposés selon différentes conditions expérimentales. Ils ne sont
pas exclusifs les uns des autres et dépendent de la nature de I’Ag et des circonstances
d’activations des LT. Il peut donc y avoir potentiellement plusieurs voies impliquées dans la

naissance des LT effecteurs et mémoires.

3 Principales fonctions

A la suite de la description des différentes origines de ces populations mémoires, il est
essentiel d’évaluer leurs principales fonctions mis en place lors des différentes situations
menacant 1’intégrité de I’organisme.

Ce qui a permis de distinguer les LT mémoires est, d’une part, leur phénotype et, d’autre part,
leur localisation dans I’organisme, ces deux caractéristiques étant intimement liées. Ainsi, leurs
propriétés fonctionnelles varient en fonction de leur répartition dans les différentes zones de

I’organisme, mais également du microenvironnement indispensable a leur homéostasie.
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Parmi ces fonctions, on retrouve principalement une capacité proliférative cytokiniques

et cytotoxiques dépendantes du stade de différenciation.

3.1 Production cytokinique

L’une des propriétés des LT mémoires est de pouvoir réagir plus efficacement lors d’une
nouvelle attaque, ils sont formatés pour agir plus rapidement et exprimer des cytokines pro- ou
anti-inflammatoires dans le but de défendre 1’organisme.

La plupart des LT CD4" et LT CD8" mémoires circulants dans le sang, produisent des cytokines
telles que I'I[FN-y, de 1'I[L-2 et/ou du TNF (Gattinoni et al. 2011; H. H. Zhang et al. 2010).

Une étude réalisée sur la lignée des LT CD8", chez la souris, montre que la différence
fonctionnelle entre les LTcwm et les LTewm, est la production d’IL-2, contrairement a leur capacité
a produire de ’IFN-y et leur activité cytologique (Unsoeld et al. 2002; Seder, Darrah, et
Roederer 2008). Pour le compartiment CD4", la production d’IL-2 dérivait des LTgwm surtout
lors d’infections chroniques avec un faible niveau d’Ag. Ce phénomeéne a été observé chez les
souris infectées par Leishmania major et chez des patients infectés par le virus de la vaccine.
Pour la population CD8", la production d’IL-2 venait principalement des LTcwm (Seder, Darrah,
et Roederer 2008).

Afin de générer des LTem et LTcm, Wherry et ses collegues (Wherry et al. 2003) ont
utilisés comme mod¢le d’infection virale par le LCMV. Par la suite, ils injectent la méme
proportion de cellules mémoires chez des souris naives exposées au pathogéne dans le but
d’examiner la capacité des sous-populations LT CD8" a combattre I’infection. Grace a
I’expression du CD62L, ils ont retrouvé de grandes quantités de LTcm dans les ganglions
lymphatiques et des LTem majoritairement présents dans les tissus non lymphoides (poumon,
foie). Dans la rate, des quantités équivalentes de LTcm et LTem sont retrouvés. En ce qui
concerne leurs fonctionnalités au sein des différents tissus, la quantité de certaines cytokines
telles que I’IFN-y, le TNF-a et I’'IL-2 a été¢ mesur€. Ils ont remarqué que I’IL-2 est produite en
quantité plus importante par les LTcm dans la rate par rapport aux LTem. Les deux autres
cytokines sont produites de facon similaire. Lors de I’injection en intraveineuse d’une souche
de LCMV, la population des LTcwm était plus apte a controler et a réduire la réplication virale.
Grace a la production élevée d’IL-2, les LTcm possedent une capacité proliférative plus
importante, avec une action autocrine ou paracrine, permettant 1’autorenouvelement et le

maintien d’un pool important a longue durée de vie.
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Cela leur confere également une meilleure protection afin de réduire la charge virale (CV). Lors
d’une restimulation, les LTcwm seraient capable de se différencier en LTgwm, ayant une durée de
vie plus restreinte et non renouvelable (Tanel et al. 2009).

D’autres études effectuées, sur le modele murin, suggerent également que les LTcm ont
une capacité plus importante a produire de I’'Il-2 alors que celles de I'I[FN- y et d’IL-4 étaient
moins importantes a ce stade-1a. Tandis que, lors de leur différenciation en cellules effectrices,
la sécrétion de ces cytokines augmente de manicre importante, elle correspond aux cellules pré-
Thi et pré-Th2 (Sallusto, Geginat, et Lanzavecchia 2004). Par exemple, dans la sous-population
LTewm, les sous types helpers Thi/Tci, Tha/Tcz, Thi7/Tc17 sont retrouvés. Les sous-populations
lymphocytaires mémoires peuvent, donc induire le méme type de sécrétion cytokinique (IL-2,
INF-y, TNF-a) mais a des niveaux différents. Dans une autre étude, les LTcm provenant de
patients sains, ont montré une capacité de production d’IFN-y diminué par rapport aux LTewm.
Pour chaque sous-population LTn, LTcwm et LTew, ils ont calculé le rapport IL-2/IFN et la sous-
population ayant eu le quotient le plus élevé significativement était celle des LTcm (Wang et al.

2012).

Sort purified CD8™ subsets from healthy donor PBMCs
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Figure 19: Représentation de la production d'I[FN- y et ratio IL-2/IFN par les lymphocytes T
CDS8 naifs et mémoires (Wang et al. 2012)

La population de LTcwm est donc caractérisée par sa forte production d’IL-2. Elle partage
cette propriété avec le sous-groupe LTscm, qui ne représente qu’une petite fraction de la
population mémoire. Ainsi, la proportion relative de cellules productrices d’IL-2, d'IFN-y et/ou
de TNF dépend de la sous-population (Farber, Yudanin, et Restifo 2014) :

- Les LTem ont un rapport d’IFN- y/TNF le plus élevé et des pourcentages plus faibles de

cellules productrices d’IL-2.

- Les LTscm ont le pourcentage le moins important de sécrétion d’IFN-y, mais

représentent les cellules produisant le plus d’IL-2 par rapport aux LTewm.

- Les LTcm sont identiques dans la production d’IL-2 par rapport aux LTscwm et celle de

I’IFN-y et TNF est intermédiaire entre les LTscwm et les LTewm.
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Les LTcm ne produisent pas immédiatement ces cytokines apres la stimulation du TCR, les
fonctions effectrices sont acquises plus tard contrairement aux LTem qui produisent ces

cytokines dans les heures suivant la stimulation.

Tableau 1:Récapitulatif des niveaux de sécrétions cytokiniques par les LTscu, LTcu et LT

(Inspire de Farber, Yudanin, et Restifo 2014)

LTsem LTem LTem
IL-2 +++ +++ ++
IFN-y + ++ +++
TNF + ++ +++

En ce qui concerne les LTemra, ils possédent également une capacité effectrice
importante avec la production de cytokines pro-inflammatoires (IFN-y et TNF-a). Cette sous-

population est particulierement caractérisée par sa fonction cytotoxique. (Obata et al. 2005).

3.2 Capacité proliférative

Les LTcMm sont dotés d’un potentiel de prolifération important en réponse a la stimulation
par ’Ag. Ses fonctions effectrices sont diminuées comparés aux LTem qui ont un pouvoir de
sécrétion cytokinique plus important, mais une capacité proliférative diminuée. Ainsi, plus le
phénotype est indifférencié, plus les capacités prolifératives sont importantes. Et au contraire,
un phénotype bien différencié aura peu de prolifération, mais des capacités effectrices majorées.
(Geginat, Lanzavecchia, et Sallusto 2003)

Les LT mémoires sont donc des cellules multipotentes, elles se différencient en sous-
populations LTcm, LTem et LTer. Cette graduation de prolifération est liée a la signalisation
cytokinique et a des facteurs de transcription. Notamment T-bet et EOMES, qui sont essentiels

au développement et a la fonction des LT mémoires.

-39



Ainsi, des niveaux accrus de EOMES, favorisent la différenciation des LTcwm tandis que des
niveaux élevés de T-bet permettent celle des LTem. Ces taux, €levés de T-bet, induisent une
diminution du récepteur a I’'IL-7 (RIL-7), essentiel a la survie des précurseurs (Han et al. 2020,
8). Les facteurs de transcription T-bet et EOMES régulent la fonctionnalité de ces cellules, en
influengant la sensibilit¢ du RIL-2. Chez la souris, une absence de T-bet a montré une

augmentation du pool de LTcm en défaveur du pool de LTem (Joshi et al. 2007).

Senescence
Effector function/cytotoxicity
Glycolytic metabolism

CD45RA
CD9S5°
IL-2Rp"
CCR7* CD45RA*
coe2L” CD95* Tem D _
IL-2Rp* )
CCR7* CD45RO*
coeaL* CD95* Tem
IL-2Rf*
CCRT* CD45RO*
- - coeaL* ED::‘;_ Terr
B canac CCR7 o
A pnosy co62L R.2R8*
Lipid metabolism L-2Rf}

CCR?7
coe2L

Progressive changes in Chromatin
Transcription factors

EOMES

| — : Fbet
scto [ S & M1

Figure 20: Relation entre le phénotype et la fonctionnalité lymphocytaire des différentes sous-

populations (Gattinoni et al. 2011)

Ainsi, les LTcm ont des propriétés assimilables a des cellules souches ayant un auto-
renouvelement et une prolifération plus marquée, considérées comme une population
intermédiaire entre les LTn et LTem ou LTemra. Mais la relation de différenciation linéaire entre

ces sous-populations reste encore controversée.

3.3 Capacité cytotoxique

Cette cytotoxicité est hétérogene au sein de la population mémoire. En effet, cette
fonction concerne le pool de LT CD8". Les LTem CD8" ont une cytotoxicité plus marquée que
les LTcwm grace a la production d’une grande quantité de perforine. Mais comparé aux LTewm, ce

sont les LTemra qui ont une expression plus importante de molécules cytotoxiques (Sallusto,

Geginat, et Lanzavecchia 2004).
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Cela est li¢ au fait que, la capacité cytotoxique est plus importante en périphérie que dans les
OLII#"s permettant de lutter contre les microorganismes (Masopust et al. 2001). L expression
des génes codant pour les molécules cytolytiques, telles que le granzyme A, le granzyme B et
la perforine, est fortement retrouvée dans les LTem et LTemra (Willinger et al. 2005). Les LTem
ont montré une grande efficacité dans la protection antivirale via leur activité cytolytique grace
a la production de granzyme B, en complément de celle de la perforine. Ce sont des médiateurs
importants dans la sécurité des tissus non lymphoides (Mintern et al. 2007).

Cette production moléculaire est régie par la stimulation du TCR, mais également par
I’IL-15, cytokine indispensable pour controler I’homéostasie et la fonctionnalité des cellules
LTewmra, notamment. Elles possédent également des fonctions innées en exprimant le CD16,
molécule présente chez de nombreuses cellules appartenant a I’immunité innée,
particulierement les cellules NK et participe a la cytotoxicité dépendante des Anticorps ADCC
(Antibody-dependent Cell-mediated Cytotoxicity). La stimulation via le CD16, permet aux
LTewmra de sécréter des cytokines pro-inflammatoires et d’activer des réponses cytotoxiques en

exprimant le CD107a.

Ainsi, les LTcum sont dans les OLII?™ avec un potentiel de prolifération important mais
limité au niveau des fonctions effectrices. Alors que les LTem sont localisés en périphérie avec

une faible capacité de prolifération, mais une forte capacité effectrice.

3.4 Polyfonctionnalité

Le pool de cellules mémoires est plus susceptible de contenir des cellules
multifonctionnelles que des cellules naives, elles progressent vers une polyfonctionnalité. Les
plus efficaces sont celles dont la production de cytokines est diversifiée et a des niveaux élevés
(Westerhof et al. 2019).

L’efficacit¢ d’'un LT mémoire dépend de sa polyfonctionnalité lors de la premicre
rencontre avec I’Ag. Donc, plus la cellule peut produire des cytokines, plus elle sera dotée d’une
activité effectrice différente, cela augmentant le potentiel de protection. Il a été constaté a
I’échelle individuelle, que ces sous-populations mémoires sont capables de produire a la fois
de I'IFN-y et du TNF-a et sont dotées d’une capacité cytotoxique en ce qui concerne les LT
CD8" (van Aalderen et al. 2015). Les fonctions effectrices des LT mémoires sont acquises a la

suite de la premiére réponse immunitaire.
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Cette notion de polyfonctionnalité est essentielle lors d’infections virales chroniques. En
effet, le controle d’une infection par un virus latent est régi par la présence de LT mémoires
avec un nombre de fonctions effectrices important. La polyfonctionnalité est inversement
proportionnelle a la réplication virale. Ainsi, chez des patients asymptomatiques infectés par
I’HSV-1, il est constaté la présence de LTem CD8* multifonctionnels spécifiques. Ils sont
prédominants aux LTcwm et leur production d’IFN-y est plus importante. En ce qui concerne les
patients symptomatiques, la proportion de LTcm monofonctionnels est plus importante, avec
une faible sécrétion d’IFN-y et une diminution de I’expression des genes codant pour les
cytokines de survie et d’expansion. Cette différence dans la production cytokinique est en partie
due a I’expression des protéines régulant négativement les cytokines inflammatoires, ce sont
les protéines SOCS (supresor of cytokines signaling), inhibant la voie de signalisation
JAK/STAT (Vahed et al. 2019).

I1 en est de méme, pour les autres infections virales chroniques contrdlées, comme celles
a cytomégalovirus ou par le VIH, I’émergence des LT polyfonctionnels permet la réduction de
la CV. Plus le nombre de fonctions effectrices est élevée, plus la capacités a diminuer la charge
virale est importante (Riou et al. 2012; Seder, Darrah, et Roederer 2008). Ainsi, la présence de
ces cellules polyfonctionnelles suggere le controle et le maintien de I’infection virale de

maniére latente.

Viral replication

Antigen load and duration

Influenza MV HIV-2 HIV-1 HIV-1 Number of
virus (LTNP) . (Progressor) functions

Figure 21: Corrélation entre la fonctionnalité des LT CD8 mémoires et la charge virale

((Seder, Darrah, et Roederer 2008)

En résumé, les LTcm sont plus efficaces pour prendre en charge des infections
systémiques du fait de leurs localisations lymphoides et des capacités prolifératives supérieures.
Ils modulent leurs fonctions effectrices a la hausse lors d’une stimulation antigénique. Quant
aux LTem et LTemra, avec une localisation périphérique, ils sont plus efficaces dans les

infections locales grace a leurs propriétés effectrices et cytotoxiques.
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On peut distinguer le role de ces différentes sous-populations en deux :
- Les LTem et LTemra s’occupent de défendre 1’organisme grace a leurs fonctions
effectrices (sécrétion cytokinique et cytotoxicité),

- Etles LTcmreconstituent et approvisionne la réserve en LT mémoires.

L’hétérogénéité de ces sous-populations est engendrée en fonction des conditions de la réponse
immunitaire. Aprés avoir différencié ces sous-populations, nous allons explorer leurs
répartitions physiologiques en fonction de 1’dge pour s’intéresser par la suite, a leurs

implications et leurs roles devant des circonstances pathologiques.

PARTIE III : EVOLUTION DES SOUS-POPULATIONS
LYMPHOCYTAIRES T NAIVES ET MEMOIRES

1 Variations en condition physiologique

Du fait de la longue durée de vie de I’€tre humain, 1’étude des variations des LT, dans les
différentes étapes de la vie, est essentielle. Au début de I’enfance, 1’abondance des LT est
représentée par les LT, a I'image de la forte activité du thymus. Ces LTn représentent une
population homogéne. Avec 1’4ge, cet organe s’atrophie et par conséquent la production du
pool de cellules naives diminue. En paralléle, les LT mémoires s’accumulent en fonction des
différentes rencontres antigéniques faites au cours de la vie. Cela laisse donc place a un pool de
mémoire dotée d’une diversité cellulaire (L et al. 2013). Le point culminant, ou les LT
mémoires sont le plus prédominant, est a I’age adulte. En effet, aprés de nombreuses années, la
rencontre avec de nouveaux antigenes est moins fréquente, pour laisser place a un contexte
d’antigeénes répétées, récurrents et chroniques. Lors du vieillissement, des modifications sont
observées, telles qu’une altération fonctionnelle des LT et un syndrome inflammatoire
augmenté. Cela contribue a la sénescence du SI et ainsi a des pathologies associées (Kumar,
Connors, et Farber 2018).

L’augmentation de la population naive se trouve autant dans le compartiment CD4" que
CD8", mais a des niveaux différents (Schatorjé et al. 2012). Cette lymphocytose physiologique,
présente au plus jeune age, est caractérisée par la sous-population de cellules naives. Par la
suite, la proportion moyenne des LTy CD4" et CD8" diminuent linéairement avec 1’age, avec

une tendance deux fois plus rapide en ce qui concerne le pool CDS8".
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Les LT mémoires augmentent au fil du temps jusqu’a atteindre un pic qui dépasse la proportion
des LTnCD4" vers I’dge moyen de 37 ans contre 29 ans pour les LTy CD8" (Saule et al. 2006).
Quelques parametres expliquent la décroissance plus rapide des LTx CD8*. Tout d’abord, la
production thymique est plus importante pour les LT CD4" que pour les LT CD8". De plus, la
présence de I’IL-7 est indispensable pour I’homéostasie et la survie des LT et particulierement
celle des LT CD8" (Geiselhart et al. 2001). Cette cytokine homéostatique voit son taux diminué
avec 1’age, ce qui influence la décroissance plus rapide du pool de LTx CD8" contrairement
aux LT CD4" (Fry et Mackall 2005).

La connaissance des variations des sous-populations lymphocytaires T est bien établie chez
’adulte. Cependant, pour la population pédiatrique, les études sont limitées, car il est difficile
de récupérer des échantillons de sang d’enfants sains. Quelques études ont été réalisées afin de
mieux comprendre I’évolution de ces sous-populations naives et mémoires. En effet, les limites
de ces études sont principalement :

- Lataille des échantillons.
- L’hétérogénéité dans la répartition des tranches d’age plus particulicrement de la
naissance jusqu’a 18 ans.

- Ladiversité des marqueurs utilisés.

A ce jour, au sein du Service d’Immunologie de 1’Hopital de la Timone, les valeurs de
références utilisées, pour I’interprétation des populations lymphocytaires T, sont celles publiées
en évidence par Shearer et al. (Shearer et al. 2003). Dans cette revue, seules les populations

naives (CD45RACD62L") et mémoires (CD45RO™) sont déterminées (Tableau 2 et 3).
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Tableau 2: Distribution des populations lymphocytaires en fonction de |’dge (en

pourcentages) (Shearer et al. 2003)
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Tableau 3: Distribution des populations lymphocytaires en fonction de I’dge (en valeurs

absolues) (Shearer et al. 2003)

Subset N 0-3 mo 3-6 mo 6-12 mo 1-2yr 2-6 yr 6-12 yr 12-18 yr
WBC 800 10.60 9.20 9.10 8.80 7.10 6.50 6.00
(7.20-18.00) (6.70-14.00) (6.40-13.00) (6.40-12.00) (5.20-11.00) (4.40-9.50) (4.40-8.10)
Lymphocytes 800 5.40 6.30 5.90 5.50 3.60 2.70 2.20
(3.40-7.60) (3.90-9.00) (3.40-9.00) (3.60-8.90) (2.30-5.40) (1.90-3.70) (1.40-3.30)
3 699 3.68 393 393 3.55 2.39 1.82 1.48
(2.50-5.50) (2.50-5.60) (1.90-5.90) (2.10-6.20) (1.40-3.70) (1.20-2.60) (1.00-2.20)
19 699 0.73 1.55 1.52 1.31 0.75 0.48 0.30
(0.30-2.00) (0.43-3.00) (0.61-2.60) (0.72-2.60) (0.39-1.40) (0.27-0.86) (0.11-0.57)
16/56 770 0.42 042 0.40 0.36 0.30 0.23 0.19
(0.17-1.10) (0.17-0.83) (0.16-0.95) (0.18-0.92) (0.13-0.72) (0.10-0.48) (0.07-0.48)
4 699 2.61 2.85 2.67 2.16 1.38 0.98 0.84
(1.60-4.00) (1.80-4.00) (1.40-4.30) (1.30-3.40) (0.70-2.20) (0.65-1.50) (0.53-1.30)
8 699 0.98 1.05 1.04 1.04 0.84 0.68 0.53
(0.56-1.70) (0.59-1.60) (0.50-1.70) (0.62-2.00) (0.49-1.30) (0.37-1.10) (0.33-0.92)
4/45RA/62L 694 2.25 223 2.10 1.64 0.96 0.56 0.39
(1.20-3.60) (1.30-3.60) (1.10-3.60) (0.95-2.80) (0.42-1.50) (0.31-1.00) (0.21-0.75)
8/45RA62L 696 0.73 0.74 0.70 0.76 0.54 041 0.30
(0.38-1.30) (0.45-1.20) (0.33-1.20) (0.40-1.40) (0.26-0.85) (0.20-0.65) (0.17-0.56)
4/45RA 694 2.27 2.32 221 1.65 0.98 0.57 0.40
(1.20-3.70) (1.30-3.70) (1.10-3.70) (1.00-2.90) (0.43-1.50) (0.32-1.00) (0.23-0.77)
8/45RA 696 0.87 091 0.87 0.94 0.67 0.54 0.40
(0.45-1.50) (0.55-1.40) (0.48-1.50) (0.49-1.70) (0.38-1.10) (0.31-0.90) (0.24-0.71)
4/DR/38 694 0.08 0.11 0.10 0.10 0.06 0.04 0.03
(0.03-0.18) (0.05-0.26) (0.04-0.22) (0.05-0.25) (0.03-0.14) (0.02-0.08) (0.01-0.06)
8/DR/38 697 0.05 0.07 0.09 0.15 0.11 0.06 0.04
(0.02-0.16) (0.03-0.17) (0.04-0.27) (0.05-0.54) (0.05-0.34) (0.03-0.18) (0.02-0.13)
4/DR 694 0.10 0.15 0.12 0.13 0.09 0.07 0.06
(0.04-0.18) (0.06-0.28) (0.05-0.26) (0.07-0.28) (0.05-0.18) (0.04-0.12) (0.03-0.10)
8/DR 697 0.05 0.08 0.09 0.18 0.14 0.09 0.07
(0.02-0.16) (0.03-0.17) (0.04-0.29) (0.06-0.60) (0.07-042) (0.04-0.27) (0.03-0.18)
4/38 694 2.54 2.77 2.55 2.02 121 0.75 0.57
(0.16-3.90) (1.60-4.00) (1.20-4.10) (1.20-3.30) (0.59-2.00) (0.48-1.20) (0.33-1.00)
8/38 697 0.93 0.94 0.93 0.95 0.67 0.48 0.31
(0.55-1.60) (0.53-1.50) (0.45-1.60) (0.57-1.90) (0.39-1.10) (0.24-0.74) (0.16-5.70)
4/28 695 2.56 2.65 2.58 2.12 1.33 0.94 0.79
(1.60-3.80) (1.60-4.00) (1.20-4.20) (1.30-3.40) (0.69-2.00) (0.63-1.50) (0.49-1.20)
8/28 696 0.71 0.73 0.67 0.72 0.50 0.40 0.29
(0.35-1.30) (0.35-1.20) (0.28-1.10) (0.40-1.30) (0.28-0.87) (0.21-0.70) (0.16-0.52)
4/95 695 0.29 041 0.51 0.50 042 0.36 0.40
(0.16-0.58) (0.23-0.62) (0.29-0.82) (0.27-091) (0.27-0.65) (0.25-0.62) (0.25-0.66)
8/95 696 0.12 0.16 0.22 0.34 0.30 0.25 0.21
(0.05-0.31) (0.06-0.39) (0.08-0.66) (0.10-0.85) (0.11-0.58) (0.08-0.53) (0.08-0.45)
3/4/45RO 644 0.32 0.33 0.34 0.40 0.36 0.35 0.38
(0.06-0.90) (0.12-0.63) (0.16-0.80) (0.21-0.85) (0.22-0.66) (0.23-0.63) (0.24-0.70)
3/4-/45RO 644 0.10 0.12 0.12 0.23 0.19 0.21 0.16
(0.03-0.33) (0.03-0.29) (0.04-0.33) (0.06-0.57) (0.09-0.44) (0.07-0.39) (0.06-0.31)
3/45RO 644 0.48 0.46 0.47 0.65 0.57 0.59 0.56
(0.09-1.20) (0.15-0.86) (0.22-1.10) (0.30-1.30) (0.33-1.00) (0.32-0.95) (0.34-0.97)
3-/19/38 655 0.60 1.20 1.29 1.04 0.56 0.28 0.03
(0.12-2.00) (0.00-2.80) (0.02-2.20) (0.00-2.20) (0.01-1.20) (0.00-0.67) (0.00-0.35)
3-/19 655 0.62 1.26 1.33 1.10 0.67 0.34 0.04
(0.12-2.10) (0.00-2.80) (0.02-2.30) (0.00-2.30) (0.02-1.40) (0.00-0.74) (0.00-0.39)
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Certaines études recherchent a subdiviser cette population mémoire en utilisant comme
marqueurs des anticorps anti CD45RA et anti CCR7, notamment. La diminution linéaire des
LT est compensée par une augmentation des LT mémoires. Ces variations sont différentes en
fonction du compartiment choisi, mais également en fonction de I’age, qui est un parametre
plus significatif. Globalement, les pourcentages des LTcm et LTem augmentent, au fil du temps,
avec une prédominance de LTcwm dans le compartiment CD4" alors que la tendance des LTem
est presque identique dans les deux pools (Koch et al. 2008). Le pool de LTcm CD4* peut étre
jusqu’a trois fois plus élevées a ’Age adulte par rapport aux valeurs dans 1’enfance (BESCI et
al. 2021). Ces données contrastent avec celles de Schatorjé montrant une stabilité dans cette
sous-population. Les LTcwm font surface dés la naissance alors que les LTem ne sont quasiment
pas présents (Schatorjé et al. 2012). Il est facile de remarquer que les LTemra CD4" sont faibles
et ne montrent pas de changements majeurs liés a I’age. Ils sont retrouvés a des taux plus
importants au niveau du compartiment CD8", qui augmentent progressivement. (Saule et al.

2006 ; BESCI et al. 2021).
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Figure 22: Représentation des populations lymphocytaires T CD4" et CD8" naives et
mémoires d'un enfant de 6 ans (A) et d'un adulte de 61 ans (B).

Chaque cadrant représente une sous-population associée aux pourcentages correspondants

(C1:LTcm, C2: LT, C3, LTem et C4 : LTemrA).
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Figure 23: Variation des pourcentages des LT naifs (C), centraux mémoires (D), effecteurs
mémoires (E) et effecteurs a différenciation terminale (F) en fonction de l'dge (Saule et al.

2006).

L’étude de Schatorjé et al., quant a elle, met en évidence une diminution progressive de
cette sous-population avec 1’age. Cette différence peut étre provoquée par I’histoire sérologique
de I’individu. Or, dans ces études, les profils sérologiques ne sont pas renseignés. Les LTemra
jouent un role dans les infections persistantes. En effet, ils sont retrouvés dans la circulation
sanguine, mais également dans la MO de patients infectés par le CMV. Dans le compartiment
CD4", cette sous population est retrouvée a des proportions moins importantes lors de
I’infection par la dengue (Kumar, Connors, et Farber 2018). Au sein de la méme famille de
virus, une influence sur la composition des LT mémoires avec 1’age est observée. Lors d’une
infection par le Virus Varicelle Zona (VZV), la fréquence des LT diminue avec 1’age
engendrant une susceptibilité accrue de réactiver un zona. En paralléle, une infection par ’EBV,
tend a augmenter le taux de LT CD8" provoqué par une augmentation des LTgmra, assurant
une protection des personnes adgées aux maladies associées a ’EBV ou au CMV (Goronzy et
Weyand 2017). Les variations de cette sous-population dépendent donc de I’Ag impliqué dans
I’histoire immunologique du patient.

L’équipe de Garcia-Prat a permis d’explorer les différentes sous-populations
lymphocytaires T afin de mettre en évidence des valeurs de références pour chacun des
phénotypes. Les résultats obtenus possedent des similitudes avec les études dirigées par
Schatorjé. Une diminution significative des valeurs relatives et absolues des LT est observée.
Les LTem montrent une différence au niveau des pourcentages avec une croissance progressive

contrairement aux valeurs absolues qui restent stables. La décroissance progressive des LT
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totaux, avec I’age, engendre une diminution globale du nombre de LTcwm et LTemra malgré la

stabilité des pourcentages (Garcia-Prat et al. 2019).

Tableau 4: Les pourcentages et les valeurs absolues des populations lymphocytaires T CD4*

et CD8" (Garcia-Prat et al. 2019).

Median and 10th-90th Percentiles of Extended Lymphocyte Populations Percentage

Age groups
0-2 years (n = 24) 3-4 years (n = 20) 5-6 years (n=15) 7-8 years (n = 26) 9-13 years (n = 40) 14-18 years (n = 34)
Subpopulation Median P10 P90 Median P10 P90 Median P10 P90 Median P10 P90 Median P10 P90 Median P10 P90 P

CD4+ Naive % 66 54 80 62 46 72 62 35 69 50 32 68 51 25 63 44 31 57 <0.0001
CD4+ Naive (x10°/L) 143 0.6 3 0.81 0.5 1.6 0.63 0.2 1.2 048 02 1 047 0.1 0.7 0.48 0.3 0.7 <0.0001
CD4+ Effector TEMRA (%) 6 3 12 7 3 14 7 4 22 8 4 15 7 4 24 6 4 12 0.127
CDA4-+ Effector TEMRA (x10°/L) 0.12 0.1 0.3 0.08 [ 0.3 0.08 [ 0.3 0.08 [ 02 0.07 [ 02 0.06 [ 0.1 0.0129
CD4+ Effector Memory % 8 3 16 16 9 20 14 10 30 18 9 32 22 12 30 24 12 44 <0.0001
CD4-+ Effector Memory (x10%/L) 0.19 0.7 0.3 0.2 0.1 0.4 0.18 0.1 03 0.17 0.1 0.4 0.21 0.1 0.3 0.25 0.1 0.6 0.0354
CD4-+ Central Memory % 15 10 26 16 11 20 16 9 25 18 9 24 18 11 25 21 10 27 0.0325
CDA4-+ Central Memory (x10°/L) 031 02 0.7 0.22 0.1 0.4 0.17 0.1 0.3 0.17 0.1 0.3 0.15 0.1 0.3 0.2 0.1 0.3 <0.0001
CD8+ Naive % 57 34 73 50 29 72 44 23 68 49 30 61 4 22 58 43 18 61 0.0079
CD8+ Naive (x10%/L) 053 02 1.1 0.37 02 0.6 0.29 0.1 0.6 0.26 02 0.6 0.22 0.1 0.4 0.24 0.1 0.4 <0.0001
CD8+ Effector TEMRA % 1 7 25 12 5 25 14 6 30 14 7 26 12 7 26 12 5 20 0.7268
CD8+ Effector TEMRA (x107/L) o.11 0 0.3 0.09 0 0.3 0.07 0 0.3 0.09 [ 0.2 0.07 0 0.2 0.07 0 0.2 0.1061
CD8+ Effector Memory % 22 9 47 30 14 49 32 14 59 31 20 45 39 24 58 39 25 58 0.0002
CD8+ Effector Memory (x10%/L) 0.22 0.1 0.7 0.24 0.1 0.4 024 0.1 0.5 0.21 0.1 0.4 0.23 0.1 0.4 0.2 0.1 0.6 0.994
CD8+ Central Memory % 7 3 15 6 2 13 5 4 11 6 2 12 4 2 15 6 3 12 0.3016
CD8+ Central Memory (x107/L) 0.07 0.3 02 0.04 02 02 0.04 [ 0.1 0.04 [ 0.1 0.03 [ 0.1 0.03 o 0.1 0.0003

Malgré le peu de recueils de données disponibles a ce jour, cela a permis d’avoir une
notion dans la variation de ces différentes sous-populations. L'age est un parametre important
a considérer lors de 1'é¢tude du compartiment lymphocytaire chez I’enfant. Ces variations sont
importantes a comprendre notamment dans des pathologies telles que les maladies auto-
immunes ou lors de déficits immunitaires afin de pouvoir orienter le diagnostic. La composition
des sous-populations naives et mémoires est faite grace a I’utilisation des marqueurs
phénotypiques tels que le CCR7 et/ou le CD27. Parfois, les différences observées sont dues a

un ciblage différent selon ’anticorps que 1’on choisit.

2 Variations en condition pathologique

La compréhension de la variation des sous-populations en condition physiologique est
d’une importance capitale. Lors d’une suspicion d’une pathologie immunitaire,
I’immunophénotypage permet de détecter et de suivre les changements de 1’ensemble des
populations lymphocytaires. Dans cette partie, nous allons nous intéresser aux différentes
variations de ces sous-populations lymphocytaires dans des conditions pathologiques telles que

les déficits immunitaires (DI) et 1’allogreffe de CSH.
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2.1 Les déficits immunitaires

2.1.1 Les DI primaires

Les DI primaires (DIP) représentent une entité regroupant de nombreuses pathologies
caractérisées par des mutations du systéme immunitaire en constante augmentation. Le
diagnostic des DIP est difficile, il se base donc sur un ensemble d’éléments, dont
I’immunophénotypage permettant de recueillir des informations sur les différentes populations
lymphocytaires. Nous allons nous intéresser aux DI ayant des variations sur les populations

naives et mémoires et ainsi comprendre comment elles sont compartimentées.

2.1.1.1 Déficit immunitaire commun variable (DICV)

Le DICV (Déficit immunitaire commun variable) est une atteinte hétérogene provoquée
par une diminution des LB mémoires et une dysrégulation fonctionnelle des LT. La
classification des DICV se base sur les mutations génétiques et les anomalies retrouvées dans
le compartiment des LB. Mais la recherche des anomalies dans les compartiments des LT
pourrait aider a comprendre certaines manifestations cliniques de la maladie qui restent a ce
jour largement a définir. De ce fait, les variations de I’ensemble de ces sous-populations chez
les patients atteints de DICV permettraient d’identifier des marqueurs prédictifs des
manifestations cliniques.

Des modifications quantitatives telles qu’une diminution des LT, dans les deux pools,
et une augmentation des LT CD8" mémoires (CD45RO") sont remarquées. La lymphopénie T
CD8+ est compensée par une augmentation des LTemra. La diminution des LTn CD4" est
corrélée a la diminution de la fonction thymique, étant un facteur pronostic du DICV. Les
groupes de patients classés en fonction de la lymphopénie présentent une splénomégalie plus
ou moins importante en fonction de la décroissance des LT (Giovannetti et al. 2007). En effet,
les groupes ayant des signes d’immunodéficience plus marqués sont ceux ayant une
perturbation importante de LTy CD4". Cette diminution naive peut également étre considérée
comme un facteur de risque de I’apparition d’une diarrhée chronique et d’une inflammation
gastro-intestinal (Bateman et al. 2012; Mouillot et al. 2010). Du fait de la forte corrélation avec
la sévérité de la maladie, les LTn CD4" sont considérés comme un critére essentiel dans la
classification des DICV et potentiellement comme un marqueur pronostic. Quant a
I’augmentation des LT mémoires et particuliérement des LT en différenciation terminale

(LTemra), elle est provoquée par une stimulation antigénique accrue et chronique. La
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sollicitation et 1’activation de ce compartiment mémoire T compensent ’absence ou la
réduction des LB mémoires (Ochtrop et al. 2011).

Les modifications dans ces compartiments T, en plus de celles observées dans les
compartiments B non détaillés, ont un impact sur les altérations observées chez ces patients
atteints de DICV. Mais d’autres recherches pédiatriques sont nécessaires afin de confirmer ces

résultats.

2.1.1.2 Déficits Immunitaires Combinés (DIC)

Les DIC sont de plus en plus étudiés avec la détection de nouvelles mutations
engendrant des anomalies quantitative et/ou qualitative des LT s’associant a des anomalies
lymphocytaires B selon le déficit. L’identification des phénotypes d’immunodéficience des LT
permet d’orienter et de décrire de nouvelles formes de DIP, mais la confirmation se base sur le

diagnostic génétique.

2.1.1.2.1 Bcl-10

Le Bcl-10 intervient dans ’activation des LT. L’absence de cette protéine provoque,
donc, une signalisation T défectueuse. Les éléments permettant de suspecter un déficit en Bcl-
10 sont les manifestations cliniques respiratoires qui débutent des le plus jeune dge. Au niveau
de I’immunophénotypage, un déficit complet ou sévere des LB et LT mémoires est détecté.
Dans le compartiment CD4" et CD8", une nette diminution, voire la quasi-absence de LTcwm,
LTem et LTemra est constaté, en particulier pour le pool CD8". Cependant, la présence de LTn
est augmentée pour le pool CD4* comparé au contrdle sain et au patient hétérozygote déficitaire
en Bcl-10. Cela met en évidence I’importance du Bcl-10 sur la maturation des LT mémoires. Il
n’a pas été détecté d’impact sur le développement des LTn (Van Den Rym et al. 2020 ; Garcia-
Solis et al. 2021).
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Figure 24: Distribution des différentes sous-populations lymphocytaires T CD4"(A) et
CD8"(B) chez les patients, les témoins (HC) et les porteurs hétérozygotes (Het) (Garcia-Solis
etal 2021).

2.1.1.2.2 STK4 (Serine Thréonine Kinase 4)

Le DIC issue d’une mutation du gene STK4 codant pour la protéine MST1 engendre
une lymphopénie T CD4". Ces LT expriment moins de Bcl-2, de FOXOI1 et de RIL-7, mais ils
régulent a la hausse ’expression de Fas. L’étude des populations lymphocytaires T met en
évidence la présence d’une lymphopénie T CD4" avec une diminution profonde du nombre de
LTn. Aucune différence dans la proportion des LT CDS8" n’est retrouvée, mais lors de
I’exploration des LTnx CD8*, une diminution de cette sous-population est observée. Les patients
expriment des proportions importantes de LTem et LTemra dans le contexte d’une infection
virale chronique. Ce qui explique le risque de développement de lymphadénopathies retrouvées
chez ces patients. Le contrdle de l'expression de CD62L et de CCR7 est fait grace a FOXO1.
Or, dans le déficit en MST1, cette expression est diminuée. Ce qui s’exprime par une réduction
constante de ces récepteurs sur les LT CD4+ et également sur les LTcm. Cela impacte donc
l'incorporation des LTx au sein des OLII*™, Ainsi, la rencontre avec I’Ag est compromise et le
risque d’infection augmente. L'expression de Fas est régulée positivement a la surface des
cellules T déficientes en MST1 et déclenche ainsi I'apoptose des cellules apres leur activation

(Nehme et al. 2012).
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Les phénotypes retrouvés dans la déficience en MST1 sont, en quelques points, similaires a
ceux d'un déficit en DOCKS avec une susceptibilité accrue aux infections virales et une
lymphopénie T. Un déficit en DOCKS différe par une réduction des LTn CDS8*, une
augmentation des LTem CDS8" sénescents, une prolifération préservée des LT CD4, une
¢osinophilie et une atopie (Randall et al. 2011).

Ainsi, I’étude des populations lymphocytaires T naives et mémoires de fagon

systématique, permet d’identifier diverses molécules impliquées dans le maintien des LT.

2.1.1.2.3 Le syndrome d’activation de la PI3K (APDS)

C’est un DIP provoqué par des mutations activatrices du gene PIK3CD codant pour la
sous-unité p110 de la protéine PI3K. La premiére mutation trouvée est ’E1021K, mais depuis
d’autres mutations ont été mises en évidence. Cette immunodéficience provoque des
manifestations dues a un défaut de I’immunité humorale et de I’immunité cellulaire. En ce qui
concerne I’immunit¢é a médiation cellulaire, la manifestation observée est une virémie
persistante a la famille des herpes. Une majorité de LTemra CD8" est observée, cohérent avec
les infections a répétitions a ce genre de virus, notamment I’EBV et le CMV. De plus, il est
observé une lymphopénie T naif CD4" et CD8" et une lymphocytose T mémoire CD8", avec
une augmentation des LTem et LTemra. En ce qui concerne les LTcm CDS8Y, leurs proportions
sont variables. Malgré la présence d’un phénotype mémoire, ces cellules ont des capacités
prolifératives diminuées. En effet, lors d’une lymphopénie, I’organisme compense en induisant
un processus de prolifération via I’hyperactivation de la voie PI3K. Mais cette expansion
lymphocytaire risque de provoquer un épuisement accéléré des LT par déréglement du
métabolisme énergétique et ainsi engendrer la sénescence des LT et donc une inefficacité
immunitaire. Cela peut expliquer les infections chroniques par EBV et CMV observés chez ces
patients, risquant le développement de maladies lymphoprolifératives (Lucas et al. 2014;

Attardi et al. 2019).

2.1.1.3 Syndrome lymphoprolifératif autoimmun (ALPS)

L’ALPS est une pathologie causée par la présence d’une mutation sur le géne Fas. La
diminution de I’expression de ce géne engendre une accumulation de LT DN (CD3"TCRgp
CD4CDS"). En effet, les LT ne subissent pas la mort cellulaire par apoptose engendrant une

lymphadénopathie accompagnée d’une splénomégalie.

-53 -



Le phénotype majoritaire des LT DN chez les patients atteints d’ALPS est celui des
LTemra (CCR7°CD45RA) en corrélation avec le pourcentage global de LT DN comparé a celui

des témoins sains qui produiront plus de LTem DN.
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Figure 25: Distribution des différentes sous-populations lymphocytaires T DN lors d'un
ALPS comparé a un controle (Rensing-Ehl et al. 2014)

Les LTemra des patients atteints d’ALPS ont été explorés en utilisant d’autres
marqueurs. Ces études montrent une différence phénotypique avec les LTemra retrouvés chez
les témoins sains. Les LTemra DN des ALPS expriment le CD57, mais pas le KLRGI. De plus,
les LTemra typiques n’expriment pas les marqueurs de costimulation CD27 et CD28
contrairement a ceux retrouvés dans 1'ALPS. Leur phénotype est donc
CD27°CD28'CD57'KLGR1-, se distinguant nettement des LT DN des donneurs sains. Lors de
I’observation des LT SP, une proportion plus importante de LTemra CD4" que CD8"chez les
patients ALPS est observée. Normalement, chez les donneurs sains, cette proportion est faible
dans le pool de CD4" contrairement au pool CD8" ou ils sont facilement détectables. Ces
LTemra DN ont des caractéristiques phénotypiques et transcriptionnelles différentes avec une
quasi-absence de FT T-bet. Ainsi, I’absence de régulation homéostatique par Fas engendre
I’accumulation de LT ayant une différenciation non controlée (Rensing-Ehl et al. 2014; Maccari

et al. 2020).
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2.1.1.4 Lymphohistiocytose hemophagocytaire (HLH)

La HLH est une pathologie inflammatoire sévere potentiellement mortelle provoquée
par ’emballement du systéeme immunitaire, causée par une hyperactivation macrophagique et
lymphocytaire T infiltrant les organes cibles. La classification de la HLH se distingue en deux
groupes : les HLH primaires, génétiques et les HLH secondaires, acquises. Les criteres
diagnostiques se basent sur un ensemble d’éléments cliniques et biologiques. Cependant, ils
sont communs a d’autres pathologies, rendant le diagnostic difficile. Il est également difficile
de distinguer la HLH primaire et secondaire. En effet, certains patients n’ont pas de
prédisposition génétique claire identifiable, ils sont donc classés en HLH secondaire. Or, le
diagnostic différentiel est important, car la HLH primaire a pour traitement thérapeutique une
greffe de CSH.

La comparaison des schémas phénotypiques des LT, chez les patients atteints de HLH
primaires et secondaires, est effectuée par Amman et al. qui supposent que l'analyse de
l'activation et de la différenciation des LT peut apporter une aide au diagnostic différentiel. Les
LTn, chez les patients atteints de HLH primaires et secondaires, sont proches des valeurs
observées chez les témoins sains alors que dans le compartiment mémoire, les LTem CD8” sont
en proportion importantes. Chez les patients atteints d’'une HLH primaire et secondaire
confirmée par une infection, des proportions de LTem fortement activées sont constatées. Ces
valeurs sont supérieures a celles retrouvées chez les patients atteints d’'une HLH secondaire
sans infection. Le phénotype de ces LTem est CD127-HLA-DR* PD-1" CD57" perforine™. Ces
caractéristiques phénotypiques, recherchées sur les LT CD4", suggérent une différence entre la
HLH primaire et secondaire avec infection. En effet, ces LT CD4" activés montrent une
proportion plus élevée dans la HLH primaire que dans la HLH secondaire avec infection. Ainsi,
I’exploration des marqueurs d’activation de ces sous-populations lymphocytaires est une
perspective intéressante dans le diagnostic différentiel et apporte d’autres arguments dans le
diagnostic de la HLH, se rajoutant aux autres critéres diagnostiques actuellement utilisés

(Ammann et al. 2017; Marsh 2017).
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T-Cell Phenotype in Patients with HLH

Secondary HLH
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Figure 26: Distributions phénotypiques des LT chez des patients atteints de HLH primaire et

secondaire (Ammann et al. 2017)

Les déficits immunitaires sont de plus en plus étudiés avec la détection de nouvelles
mutations. Ces mutations sont caractérisées par des modifications dans la composition des sous-
populations lymphocytaires. L’identification des phénotypes d’immunodéficience des LT
permet d’orienter et de décrire de nouvelles formes de DIP, mais la confirmation se base sur le

diagnostic génétique.

2.1.2 Les DI secondaires : le VIH

Les lymphocytes T CD4" constituent le réservoir principal du VIH. Il se trouve dans
différents sous-ensembles de ces LT CD4" en fonction de leurs caractéristiques fonctionnelles
et de leurs états de différenciation. Des études se sont, donc penchées sur la contribution de
chacune de ces sous-populations lors de I’infection par le VIH-1 en analysant la proportion de
matériel génétique viral.

En général, comparé aux LTn, ’ADN viral est plus élevé dans les sous-populations LT
mémoires. En effet, plusieurs études montrent que les sous-populations ayant des niveaux
¢levés d’ADN proviral sont les LTem et LTem. De plus, ce sont les LTem qui ont la plus grande

capacité d’induire une réplication virale, suivis des LTn (Soriano-Sarabia, Bateson et al. 2014).
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Leurs contributions semblent varier en fonction de la prise en charge thérapeutique par
traitement antirétroviral (ARV) et de la localisation tissulaire (Yukl et al. 2013 ;
von Stockenstrom et al. 2015). Le VIH a un tropisme important pour les cellules immunitaires
exprimant le récepteur CCRS5. En fonction de leur différenciation, les sous-populations
lymphocytaires T expriment de fagcon plus ou moins intense le CCRS. L’expression est
croissante du LT jusqu’au LT effecteur avec des capacités prolifératives et des durées de vie

diminuant au fur et & mesure de la différenciation.

Tableau 5: Variation de la durée de vie et de l'intensité du CCRS des sous-populations

lymphocytaires T CD4" (Appay et al. 2008)

Sous-populations LTn LTem LTem LTemrA
Durée de vie 10 ans 6-12 mois 0.6-3 mois 8-15 jours
Intensité du CCRS | + + ++ =+

Une corrélation positive entre les LTcum et la CV est observée. Cette sous-population est
considérée comme 1’un des réservoirs du VIH a long terme (Buzon et al. 2014). Lorsque ces
cellules sont préservées, elles conférent aux patients, une certaine protection. Alors qu’un déclin
de ces LTcwm est lié a une évolution rapide de la maladie. Ainsi, un petit réservoir du VIH dans
les LTcwm, et une stabilité fonctionnelle de ces cellules sont observés chez les personnes ayant
stabilisé la maladie a long terme, ainsi que les contrdleurs naturels du VIH. L’augmentation de
cette sous-population chez les patients infectés par le VIH, est donc un moyen de défense. En
effet, des chercheurs ont remarqué qu’il existe une faible proportion de patients ayant une CV
indétectable avec un taux de CD4" élevé (>700/mm?) sans traitement ARV. Ces patients-l1a sont
dénommés « HIV controllers ». La différence dans la constitution lymphocytaire entre les
patients traités par ARV et les HIV controllers a été comparé. La composition du réservoir, chez
les patients avec un traitement, est similaire aux patients qui stabilisent I’infection sans
traitement. La préservation des LTcm chez ces patients suggere le contrdle virologique. De plus,
ces cellules sont moins atteintes lorsque le traitement est mis en place précocement lors de la

primo-infection contrairement aux patients chroniques (Descours et al. 2009; Potter et al. 2007).

Des études tendent a comprendre les variations de ces sous-populations lors d’une
infection chronique par le VIH et leur impact dans la mise en place d’un traitement ARV dans

la population pédiatrique.
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Avant traitement, la majorité des enfants atteints du VIH montre un faible pourcentage
de LTn CD4" alors que les LTEmraA sont augmentés, et cela méme pour des ethnicités différentes
(Gibb et al. 2000; Weinberg et al. 2008). On retrouve ainsi, dans le compartiment CD4", par
ordre décroissant : les LTemra, les LTem suivis des LTy et des LTcem. Ces modifications sont
¢galement observées chez des enfants exposés non infectés (ENI) au VIH. Ces ENI présentent
une différence dans les compartiments CD4" et CD8" avec une diminution des phénotypes naifs
en faveur d’un phénotype mémoire, avec un pourcentage moyen de LTcm plus élevé surtout
dans le compartiment CD8", par rapport aux LTem et LTemra (Ono et al. 2008). Cette tendance
est également retrouvée pour des adultes ENI (Schenal et al. 2005). Une maturation précoce du
SI vers un phénotype mémoire est donc observé. Il est possible qu'une réduction des LT
mémoires et une augmentation des LTn puissent étre observées lors d’un arrét d’exposition
supplémentaire au virus chez ces enfants ENI.

Aprées une thérapie par ARV, les LTn CD4" (CD45RA"CD62L") évoluent positivement
avec le pourcentage de LT CD4" tandis qu’une corrélation négative avec les sous-ensembles
mémoires est observée. Les LTy CD8* ont également augmenté tandis que le pourcentage
global des LT CD8" a diminué. Cela est particulierement di a la baisse significative du
pourcentage de LTemra. Ces pourcentages de LTemra dans les deux pools diminuent, mais sont
toujours supérieurs a ceux des témoins séronégatifs. Les LTcm et LTem dans le pool CD8*
restent stables (Resino et al. 2001; Rainwater-Lovett et al. 2014). En effet, une comparaison
entre des enfants de moins de 16 ans traités et des enfants sains est faite. Le nombre de LT
CD4" est plus ou moins dans la fourchette normale pour les enfants sains alors que les plus de
16 ans ont des niveaux plus bas (ce qui pourrait s’expliquer par le manque d’observance a cet
age-la). Lors de I’observation des sous-populations, la répartition est normalement représentée.
I1'y a cependant une augmentation significative du taux de LTemra surtout dans la tranche d’age
2-4 ans (Figure 27) et également dans le compartiment CD8" (Figure 28). Chez les patients de
plus de 16 ans, la régression des LT CD4" touche toutes les sous-populations, et cela, méme
avec CV indétectable depuis plus d’un an. Ce qui indique qu’une fois perdues, ces populations
ont du mal a se régénérer complétement d’ou I’importance d’instaurer un traitement rapidement

(van den Heuvel et al. 2015).
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Figure 27: Compartimentalisation des LT CD4" chez les enfants et les adolescents

séropositifs.

(a) Numération des LT CD8+ chez des témoins et des patients faiblement infectés par le VIH
sous traitement (gauche) et chez des témoins non infectés (ctrl), des patients de 5 a 23 ans
séropositifs réparties en fonction de la CV (droite). Le nombre d'individus par groupe est
indiqué entre parentheses. Les graphiques représentent les 25-75e percentiles (boite) et les 10-
90¢ percentiles (moustaches). (b) Définition des sous-ensembles Tn, Tcm, de mémoire effectrice
CD45RO" (Temro) et de mémoire effectrice CD45RO" (Temra) au sein des cellules T
CD3"CDS. (c) Nombres absolus de sous-ensembles CD4"Tx, Tcum, Temro et Temra présentés
de la méme facon que dans le panneau (a) (van den Heuvel et al. 2015)
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Figure 28 : Compartimentalisation des LT CD8" chez les enfants et les adolescents
seropositifs.

(a) Numération des LT CD8" chez des patients faiblement infectés par le VIH sous traitement
et chez des témoins non infectés (ctrl) (gauche), des patients de 5 a 23 ans séropositifs en
fonction de la CV (droite). Le nombre d'individus par groupe est indiqué entre parentheses.
Les graphiques représentent les 25-75e percentiles (boite) et les 10-90e percentiles
(moustaches). (b) Définition des sous-ensembles Tn, Tcm, de mémoire effectrice CD45RO*
(TEMRO) et de mémoire effectrice CD45RO" (Temra) au sein des cellules T CD3"CDS8". (¢)
Nombres absolus de sous-ensembles CD8 T, Tem, Temro et Temra présentés de la méme
facon que dans le panneau (a) (van den Heuvel et al. 2015)

Ainsi, du fait de la stimulation chronique par le VIH, les LT ont tendance a favoriser
la transformation en LT mémoires afin d’assurer une élimination du virus par les fonctions
effectrices de ces sous-populations. Apres une thérapie adaptée, I’organisme régénere un pool
de LTy grace a la thymopoiese alors que chez 1’adulte, la fonction thymique est moins
importante et la reconstitution cellulaire se fait plutét a partir des cellules périphériques
présentes dans les OLIT®™s, Le maintien d’un pool de LT mémoires, notamment les LTemrA
chez les enfants atteints d’infection virale chronique refléte une réponse continue du fait de la

réplication résiduelle du VIH.
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2.2 Allogreffe de CSH

Le traitement curatif lors d’un DI sévére, d’une hémopathie maligne ou encore
d’hémoglobinopathies séveres est la greffe de CSH. La principale complication de ’allogreffe
est la réaction du greffon contre 1’hote (GVH : Graft Versus Host). L immunité adaptative
intervient lors d’une greffe de CSH. La composition du greffon influence le devenir des
receveurs. Il est donc intéressant de voir I’impact de la composition du greffon sur le devenir
de la greffe afin de prévenir de potentielles complications et de comprendre comment les

cellules immunitaires se régénerent.

2.2.1 Impact de la composition du greffon

Des liens ont pu étre mis en évidence entre la composition du greffon et le risque
d’émergence du GVH. La présence de phénotype mémoire chez des sujets non exposés a des
allo-antigénes ont été détecté. En effet, le passé immunologique du donneur influence la
réponse allogénique. Par exemple, le risque de GVH est augmenté en fonction de 1’age du
donneur mais également du nombre de grossesses. Il a été démontré que les LT CD4" anti CMV,
anti EBV ou anti HSV du donneur provoquent des réactions croisées avec des cellules
allogéniques (Perruccio et al. 2005). Donc, la GVH peut étre due a des LT mémoires du
donneur, qui ont un seuil d’activation moins important et une prolifération plus rapide que les
LT naifs (Heeger et al. 1999 ; O’Brien et Kemeny 1998).

Des études ont été effectuées afin de comprendre la composition du greffon. Lorsqu’il
est riche en LT CD4"CCR7", le risque de développer une GVH augmente. Ce risque est
proportionnel au pourcentage de LTn CD4" et de LTcm CD4", qui se rajoutent aux autres
facteurs de risques potentialisant le rejet (I. Yakoub-Agha et al. 2006). Un greffon ayant moins
de LT et LTcm, mais plus de LTem et LTemra @ moins de risque dans la survenue de cette
complication (Choufi et al. 2014). De plus, des études dirigées par Adams et al. chez la souris,
ont constaté qu’une importante proportion de LTcm CD8" pouvait empécher la tolérance d’une
allogreffe de peau (Appay et al. 2002). L’implication des LTcwm, dans la GVH, pourrait étre due
a leur grande capacité d’auto-renouvellement.

L’évaluation, in vivo, de I'utilisation d’un AC monoclonal anti CCR7, s’est montré
efficace en condition prophylactique et thérapeutique. La neutralisation de I’infiltration des LTn
et LTcm du donneur par I’AC, a prolongé la durée de vie et diminué les signes cliniques des

modeles xénogéniques utilisés (Cuesta-Mateos et al. 2020)(Varlet et al. 2019).
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La détermination des sous-populations chez le donneur pourrait donc étre un outil intéressant

afin de prédire le risque de GVH.

2.2.2 Reconstitution lymphocytaire post allogreffe

La reconstitution lymphocytaire, a la suite de 1’allogreffe, s’effectue dans les mois suivants
celle-ci. La capacité immunitaire est retrouvée plusieurs mois apres, mais certains patients
peuvent avoir quelques déficits immunitaires des années aprés la prise de greffe. De facon
générale, les premiers lymphocytes a faire surface sont les NK. Ils atteignent les valeurs
normales 1 mois apres 1’allogreffe. Ensuite, ce sont les LB qui se normalisent dans les 2 a 8
mois. Pour finir, les LT CD8" et les LT CD4" présentent une cinétique différente avec une
régénération plus rapide pour le pool CD8". La normalisation des LT CD8" se fait dans les 3 a
6 mois chez les patients jeunes et les LT CD4" commencent a apparaitre au bout 8 mois post
allogreffe. Les LT, émergent grace a deux types de voies :

- La voie thymo-indépendante est responsable de la génération de LT par expansion
périphérique. Leur phénotype sera majoritairement mémoire. Cela signifie que la
récupération cellulaire, pendant les premiers mois post allogreffe, est surtout influencée
par I’environnement périphérique grace a des cytokines comme I'IL-7 et I'IL-15
(Guimond, Fry, et Mackall 2005).

- La voie thymo-dépendante se met en place 3 a 6 mois apres la greffe. Elle permet aux
précurseurs lymphoides de coloniser la MO du receveur afin de débuter le

développement et la maturation des LT (Storek 2008).

-62 -



140 -
| Graft infusion

120 A Neutrophils, Monocytes, NK cells
B cells, CD8 T cells
100 - —— CD4 T cells

—— Plasma cells, Dendritic cells

80 1 — Upper normal limit
— Lower normal limit

60 A

40 A

20 1

Immune cell counts (% normal)

Weeks Months Years posttransplant

Figure 29: Régénération immunitaire lors d'une greffe de CSH (Storek 2008)

La cinétique de reconstitution des LT chez des patients sans complications et sans
rechutes, met en évidence des valeurs absolues des LT CD4" faibles lors de la premiére année
post-allogreffe. Les LT CD8" augmentent rapidement avec une prédominance de cellules ayant
pour phénotype CCR7°CD28 contrairement a une faible proportion de cellules ayant un
phénotype naif (CD45RA" CCR7" CD28") (Ibrahim Yakoub-Agha et al. 2009). Cependant,
dans cet article, le peu de receveurs pédiatriques ne permet pas de voir I’influence de I’age sur
le renouvellement cellulaire. Les LTcwm sont trés peu détectés, suggérant que ces cellules sont
plus sensibles aux traitements immunosuppresseurs. Les LTem peuvent refaire surface dans les
deux mois suivant I’allogreffe de CSH. La reconstitution la plus importante est celle des LTscwm,
qui représentent la sous-population des LT mémoires la plus indifférenciée et la plus

proliférative (Dekker et al. 2020).

Les recherches sur la reconstitution lymphocytaire de ces sous-populations sont limitées
particulierement dans la population pédiatrique. Les LT mémoires sont impliqués dans le
devenir de I’allogreffe. Le suivi de I’évolution de ces sous-populations permet de mieux

comprendre les événements intervenants dans la principale complication de ’allogreffe de

CSH.
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CONCLUSION

Lors de la sortie du thymus, les LT matures sont préts a entamer leur principale fonction
de patrouilleur afin de surveiller la présence d’un agent étranger, capable d’initier une réponse
immunitaire. IIs circulent continuellement entre le sang et les OLIT*™ notamment grace a des
marqueurs de surface. Le role de ces marqueurs phénotypiques, comme le CCR7 et le CD62L,
est nécessaire a la compartimentalisation de ces cellules. En effet, la rencontre de I’Ag par le
LT et la CPA se fait au niveau des ganglions lymphatiques. Les LT vont donc exprimer a
leur surface le CCR7. Par suite de I’activation du LT, s’en suit un processus de prolifération
et de différenciation en LT effecteurs (LTh et LTc) dépendants de I’infection. L’étude des
marqueurs phénotypiques, tels que les récepteurs de chémokines, a permis de mettre en
évidence une hétérogénéité au sein des LT et notamment les LTh. En effet, le chevauchement
de certains récepteurs montre la présence de nouvelles sous-populations. Ainsi, 1’utilisation de
ces marqueurs est intéressante dans la caractérisation de nouveaux phénotypes identifiants ces
sous-types d’effecteurs. En effet, 'importance de ces récepteurs aux chémokines comme
marqueurs d’identification, a été au centre de nombreuses recherches notamment celles de
Sallusto, qui ont été les premieres a identifier I’hétérogénéité de la population mémoire. Cette
population mémoire, spécifique de I’Ag, émerge au moment de la phase de contraction,
responsable de I’apoptose d’une grande majorité des LT effecteurs.

Grace a I’étude des marqueurs de surface, tels que le CD62L ou le CCR7, un modéle de
classification phénotypique des sous-populations lymphocytaires T naives et mémoires a pu
étre proposé. En effet, lorsque ces marqueurs sont associés au CD45RA, ils permettent de
distinguer les LTy comme CCR7* CD45RA, les LTcm comme CCR7" CD45RA", les LTem
comme CCR7- CD45RA" et enfin les LTemra ou LTer comme CCR7- CD45RA". Les LT
mémoires exprimant le CCR7, sont donc localisés, comme les LTx, dans les OLII*™s, Ils
présentent des fonctions proches des LTx avec une capacité d’auto-renouvellement importante,
alors que ses fonctions effectrices sont limitées comparées aux LT mémoires n’exprimant plus
le CCR7. Les LTem et LTemra peuvent migrer aux niveaux des tissus non lymphoides, ou le
gradient d’Ag est le plus important, et exploiter leurs fonctions effectrices immédiates. Leur
localisation est en lien avec leurs principales fonctions. Ainsi, I’expression du CCR7, et entre
autres le CD62L, a permis de contextualiser les populations naives et mémoires. Outre ces 4
sous-populations, la diversit¢é mémoire est plus vaste. Il a été mis en évidence d’autres sous-

populations telles que les LTscwm, les LTtw, les LTrm. Ces sous-ensembles n’ont pas été décrits
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spécifiquement dans ce travail, mais cela montre une grande variété du compartiment mémoire,
encore en cours d’exploration. Ainsi, les lymphocytes mémoires possedent une grande
hétérogénéité autant sur le plan phénotypique que sur le plan migratoire et fonctionnel.

Ces populations subissent des évolutions dépendantes de I’histoire immunologique de
I’individu. En raison de la régression thymique avec 1’age, les LTn voient leur proportion
diminuer, avec une émergence de LT mémoires oligoclonaux, proportionnelle aux différentes
rencontres antigéniques faites au cours de la vie. L’age est donc un parameétre indispensable a
prendre en compte afin d’évaluer ces populations et cela est d’autant plus vrai pour le systéme
immunitaire de la population pédiatrique. Nous avons donc décidé de nous intéresser aux
revues évaluant la variation des sous-ensembles T naifs et mémoires en fonction de I’age. La
majorité des travaux suggerent, chez les nouveaux nés, une importante proportion de LTn dans
les deux compartiments avec une proportion légérement diminuée dans le compartiment CD8".
Avec I’age, le nombre de LTn diminue alors que, les LT mémoires augmentent avec une
certaine stabilité notamment pour les LTcm. En ce qui concerne les LTew, ils augmentent
progressivement. Les LTemra CD4" sont faibles en comparaison avec une proportion
majoritaire dans le pool CD8+. Dans I’ensemble, les populations variaient dans le méme sens,
mais quelques articles contrastaient. En effet, d’un laboratoire a un autre, les tranches d’age
utilisées sont différentes, les échantillons ne suivent pas le méme protocole tant au niveau du
choix des marqueurs phénotypiques qu’au niveau de ’analyse des données. La comparaison
des proportions des différents sous-ensembles lymphocytaires au sein de la population
pédiatrique, doit donc étre considérée comme un ¢lément de piste a suivre.

La mise en place de valeurs de référence, réparties en fonction de 1’age, a tout son intérét
pour le diagnostic et le suivi de pathologies immunitaires. En effet, en s’intéressant aux
différentes conditions pathologiques, telles que les DI et 1’allogreffe de CSH, I’exploitation de
ces sous-populations a montré un intérét pour mieux comprendre la physiopathologie et
I’évolution de ces maladies. La compréhension des changements de ces sous-ensembles est un
challenge, majorée par le manque de valeurs de références d’une population saine. Des
variations subtiles peuvent étre manquées. Ainsi, le déploiement de valeurs de références

donnerait les outils nécessaires a I’interprétation de ces pathologies.
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PERSPECTIVES

Dans une seconde étude, notre prochain objectif sera de déterminer des valeurs de
références en utilisant les données fournies dans la littérature, afin d’évaluer et de suivre les
LTn, LTcem, LTem et les LTemra. L’analyse de ces sous-populations nous permettra tout
d’abord, de voir leur tendance d’évolution et dans un second temps, grace aux recueils de
nombreux échantillons, d’espérer la mise en place de normes pédiatriques de référence
universelle. La coopération des laboratoires est utile et pour cela chacun d’entre eux doit utiliser
les mémes marqueurs phénotypiques et les mémes conditions, afin d’établir un panel de
référence commun. De plus, trés peu de données ont étudié ces sous-populations lors d’une
reprise d’allogreffe au sein de la population pédiatrique. Ainsi, au sein du laboratoire
d’immunologie, la prescription du suivi des patients allogreffés nous permettra de suivre ces
sous-populations lors d’une reprise de la reconstitution lymphocytaire.

Ce second travail se basera sur la technique de cytométrie en flux et ’exploitation des
données obtenues. La CMF est donc la technique de diagnostic rapide, reproductible et sensible
pour déterminer les populations lymphocytaires T. Cette technique a montré sa puissance en
termes d’applications dans de multiples disciplines. La caractérisation simultanée de
populations mixtes a partir de sang notamment, consiste a marquer des cellules a 1’aide
d’anticorps couplés a un fluorochrome dirigés contre des antigénes a la surface des cellules. Au
sein du laboratoire, le choix de combinaison privilégié pour différencier les sous populations
est le CD45RA et le CCR7. En effet nous avons vu au cours de cette revue bibliographique,
qu’il existait également le CD62L. Mais son expression a montré une hétérogénéité sur les
LTcMm et LTem.

A I’heure actuelle, de nombreux laboratoires collaborent pour essayer de standardiser
les techniques d’immunophénotypage afin de déterminer les différentes sous-populations
lymphocytaires. En effet, en fonction du choix des fluorochromes associés a chaque marqueur,
il peut y a voir des différences importantes dans les résultats obtenus. C’est pourquoi dans le
cadre du CEREDIH (Centre de Référence des Déficits Immunitaires Héréditaires), il a été
décidé de tester un panel test d’anticorps pour déterminer des valeurs normales pédiatriques.
Ce panel s’appuie sur un cocktail d’anticorps séchés fournis par Beckman Coulter dans des

tubes unitaires Duraclones (Tableau 6).
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Tableau 6: Comparaison du mélange d’anticorps du tube Duraclone et du test actuel du

laboratoire

Anticorps fluorochromes

Duraclones

Anticorps fluorochromes

du laboratoire

CD197/CCR7-PE

CD197/CCR7-PE

CD45RA-PCE CD45RA V450
CD4-APC CD4 APC-H7
CD3-APC A750 CD3 FITC
CDg-PB CD8 APC
CD45-KrO CD45 V500

Nous comparerons les résultats du tube Duraclone a ceux obtenus en paralléle par notre
panel de référence. Si les résultats sont concluants, I’ensemble des laboratoires associés au
CEREDIH utiliseront le méme panel a partir de ce tube permettant la comparaison entre les

laboratoires, des quantifications des sous-populations lymphocytaires T.
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RESUME

L’¢tude des populations lymphocytaires est d’un intérét particulier lors d’un diagnostic
ou d’un suivi immunologique au cours d’un dysfonctionnement du systéme immunitaire. La
cytométrie en flux reste la technique de référence pour cet immunophénotypage. Les
lymphocytes T (LT) constituent un réseau dynamique formé par une diversité cellulaire. En
effet ’activation des LT naifs, a la suite de la stimulation antigénique, permet a long terme la
constitution d’un pool de LT mémoires caractérisé¢ par une hétérogénéité cellulaire : ce sont les
LT centraux mémoires, les LT effecteurs mémoires et les LT a différenciation terminale.

L’objectif de ce premier travail est donc de détailler la répartition des sous-ensembles
lymphocytaires T naifs et mémoires, leurs fonctions, telles que leurs capacités prolifératives et
de production cytokinique, dans le but de comprendre leur évolution en conditions
physiologique et pathologique.

Au cours de la vie de I’individu, des changements vont s’opérer afin d’alimenter ce pool
de LT mémoires a partir des LT naifs. Ceci se traduit par des changements plus ou moins
importants au cours de I’enfance. De plus, ’altération du compartiment T entraine un large
éventail de maladies immunitaires qui nécessitent un diagnostic rapide et précis afin d'adopter
une prise en charge thérapeutique ciblée. La détermination de valeurs physiologiques de ces
populations lymphocytaires présente ainsi un intérét particulier lors d’un diagnostic ou d’un
suivi immunologique. En effet, ces voies peuvent fournir des informations importantes sur les
mécanismes de virulence, notamment sur le risque de maladie du greffon contre I’hdte, une des
complications majeures lors d’une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, conduisant
a de nouvelles approches de différenciation du phénotype immunologique au sein de ces
cellules chez 'homme. Mais les ¢léments apportés sur la reconstitution immunitaire sont rares
surtout dans la population pédiatrique. Si les valeurs de références sont bien déterminées chez
I’adulte au vu de la grande disponibilité d’échantillons alors que dans la population pédiatrique,
elle est plus limitée.

Il est donc important de mettre en place ces valeurs de références pour les différentes

tranches d’age, de la naissance a I’adolescence, chez des sujets sains pédiatriques.

Mots clés : naif ; mémoire ; pédiatrique ; références ; sous-populations ; centraux mémoires ;

effecteur mémoire.
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