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SOMMAIRE

Le thymus est la source principale des lymphocytes T. Les interactions

moléculaires entre les précurseurs lymphoïdes qui colonisent le thymus et le stroma

thymique sont essentielles à leur engagement vers la lignée T et au maintient de la

survie et la prolifération des thymocytes. Sous l’effet de l’oncostatin M (0M), les

ganglions lymphatiques se transforment en organe lymphoïde primaire capable de

supporter le développement des cellules T. Notre premier objectif fut de

comprendre comment la nature des cellules stromales (thymiques vs.

ganglionnaires) régule les étapes précoces du développement des cellules T. Dans le

thymus, les cellules T peuvent se développer à partir de deux types de précurseurs

lymphoïdes LinSca1 c-Kit1”IL-7RŒ1° et c_Kitb0IL_7Ra+. Alors que les c_KithhlL_

7RŒI0 sont absents, les cKitI0IL7RŒ± sont abondants dans les ganglions

lymphatiques. Cependant, les progéniteurs lymphoïdes dans les ganglions

lymphatiques normaux subissent un arrêt du cycle cellulaire en phase G110. Ce

déficit est dû à l’incapacité du stroma ganglionnaire à “upréguler” certains génes

tels que, c-rnyb, c-myc et cyclin D2 et à en réprimer d’autres tels que,junB, p16’1° et

211/11F• Nous avons pu démontrer que le stroma ganglionnaire est capable de

transmettre plusieurs signaux importants pour le développement des cellules T

incluant t IL-7, Kit-ligand, Delta-like 1. Parmi les transcrits candidats, les seuls qui

sont absents du stroma ganglionnaire (normal et 0M) sont Wnt4 et Wnt7b. Nous

avons aussi découvert que les progéniteurs cKitb0IL7Ra+ sont capables de générer

des cellules T in vitro, sur des cellules stromales 0P9-DL1 produisant des quantités

de Wnt4 comparables à celles du thymus (Wnt4hhl). Par contre, les cellules stromales

Wnt41° permettent la génération de cellules T matures à partir des progéniteurs c

KithIL7RŒb0 et non pas c-Kit’°IL-7Ra. In vivo, l’OM compense la déficience dans

la signalisation Wnt et améliore ainsi le potentiel de différentiation en cellules T des

o + . . .

precurseurs c-Kit IL-7RŒ . Nos resultats suggerent donc deux vois de signalisation
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prolifération aux progéniteurs lymphoïdes ganglionnaires de phénotype DN 1 est suffisant

pour transformer les ganglions lymphatiques en organes lymphoïdes primaires.

D’autre part, des études réalisées dans notre laboratoire, ont montré que des souris

receveuses, thymectomisées et transplantées avec des précurseurs 0M, présentent une

accumulation de cellules CD4CD$ dans les ganglions lymphatiques et génèrent des

cellules T matures avec un répertoire V13 polyclonal. Ceci suggère l’existence d’une

sélection positive extrathymique totalement indépendante de l’épithélium thymique et qui

prend place dans les ganglions lymphatiques. Notre deuxième objectif a été donc

d’identifier les cellules responsables de la sélection extrathyrnique 0M-dépendante, puis

de voir si cette différentiation est régie par les mêmes mécanismes que dans le thymus.

L’utilisation de chimères hématopoïétiques f32m (déficientes en CMH classe I)

thymectomisées, irradiées et transplantées avec des cellules de foie foetal 0M (donc ne

possédant que des cellules hématopoïétiques CMH classe I positive) nous a permis

d’établir que 1) Les cellules T SP CD4 et CD8 d’origine ganglionnaire ont un

phénotype mature et activé comme des cellules T ayant subi une expansion

homéostatique, 2) Les cellules hématopoïétiques ganglionnaires sont suffisantes pour

supporter la différentiation d’un pooi quantitativement normal de cellules T CD$ 3) Ces

cellules T ont un répertoire V3 aussi diversifié que celui des cellules T d’origine

thymique. De plus, l’étude des souris double transgéniques, nous a permis de démontrer

que la sélection négative est efficace dans les ganglions 0M potir les TCR transgéniques

H-Y et 2C, alors que la sélection positive n’est efficace que pour le TCR 2C. Nos

résultats suggèrent ainsi que sous l’influence de I’OM, les cellules hématopoïétiques

ganglionnaires sont suffisantes pour sélectionner positivement un répertoire diversifié de

progéniteurs T et que l’efficacité de cette sélection est influencée par la nature du

récepteur T et obéit à des règles différentes de celles de la voie thymique classique.

Le fait que les ganglions lymphatiques 0M fonctionnent comme un organe

lymphoïde “primaire et secondaire”, nous a permis d’avoir un outil exceptionnel pour

comprendre comment la séparation entre un organe lymphoïde primaire et secondaire
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(un dispositif universel chez les vertébrés à mâchoire) influence le répertoire et le niveau

d’activation des lymphocytes T. La compréhension des mécanismes de régulation de la

voie lymphopoïétique découverte chez ces souris transgéniques pour l’OM, peut avoir un

grand intérêt thérapeutique pour les individus ayant une hypoplasie thymique ou

déficients en cellules T périphériques.

Mot-clés : Thymus, développement, lymphocytes T, oncostatin M, ganglions

lymphatiques, récepteur de cellules T, progéniteurs lymphoïdes, signalisation, cellules

stromales.
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ABSTRACT

Separation between primary and secondary lymphoid organs is a universal feature

in jawed vertebrates. Surprisingly, oncostatin M transgenic mice (LckOM) present a

massive extrathymic T ce!! development, localized strictly in the lymph nodes (LNs). The

goal of our first study was to elucidate how stroma! celis regulate crucial early steps in T

celi development and why the wi!d-type (wt) LN cannot support T celi development

while the 0M LN can do so. In the thymus, T ce!! can develop from two types of Iin

$cal lymphoid progenitors: cKitIL7RŒI0 and cKiti0IL7Ra+. Although c-KitIL

7RŒI0 ceils are absent, cKitb0IL7RŒ+ celis are abundant in the LN. Compared to thymus

DN1 celis (LinCD44CD25), wt LN DN1 ceils undergo abortive T ce!! commitment and

get arrested in Gi phase ofthe ceil cyc!e. As a resu!t, wt LN ceils failed to acquire a DN2

phenotype and accumulated at an intermediate CD44+CD2510 stage (preDN2). These

DN1 ce!!s fail to upregu!ate c-rnyb, c-myc, and cyclin D2 and to repress junB,

and 2jclP1/wAE B!ockade of T ceil differentiation in the LN appears to be hampered

so!e!y by Jack of Wnt signais, because LN stroma can provide key signa!s for T ce!!

development inc!uding IL7, Kit-ligand, Deita-!ike 1 and Wntl, but lacks Wnt4 and

Wnt7b transcripts. In une with this, we found that LN cKitb0IL7Ra+ progenitors could

generate mature T ceils when cu!tured in vitro with stroma! ce!ls producing thymus-like

amounts of Wnt4 (Wnt4hhl). In contrast, Wnt4’° stroma! ce!!s supported generation of

mature T ce!ls by cKithhIL7RŒb0 but not by cKitb0IL7Ra+ progenitors. However,

because 0M signaling pathway intersects with Wnt, 0M amplifies the T cel! generation

potentia! of LN cKitb0IL7RŒ+ progenitors and thereby compensates for the lack of Wnt

signais. We thus conc!ude that rescuing ccii cyc!e progression by provision of

proliferation signais is sufficient to transform the LN into a primary T iymphoid organ.

These data provide unique insights into the essence of a primary T lymphoid

organ, and into how a cryptic extrathymic T ce!! deveiopment pathway can be ampiified.
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The purpose of our second project was to study the TCR-dependent stage of

extrathyrnic T ceil development. The fact that 0M can transforrn the LN into a “primary”

lymphoid organ whose ability to support T ce!! deve!oprnent and to seed secondary

lymphoid organs is simi!ar to that of a normal thymus raises two fundamenta! questions.

Do positive and negative se!ection in the LN fo!!ow the same ru!es as in the thymus and

which LN ce!1 type can replace thymic epithelial cel!s in supporting positive se!ection of

extrathymic T ce!! progenitors? T ccli differentiation was assessed in irradiated aduit

thymectomized recipients transplanted with OM-transgenic fetal liver ceils. Chimeras

were engineered to express MHC class I molecules on hematopoietic and/or non

hematopoietic ceils. We found that hematopoietic cells were sufficient to support positive

selection of a polyclonal repertoire of extrathyrnic T cells. Studies of double-transgenic

mice revealed that negative selection of T celis bearing the H-Y and the 2C TCR

proceeded normally in the 0M LN but that only the latter was positively selected with

high efficiency. These data demonstrate that positive selection in the 0M LN does not

follow the sarne rules as in the thymus. The second report also demonstrates that most

extrathymic T lymphocytes undergo extensive post-selection expansion probably because

they live in the microenvironment where they were positively selected.

In view of the fact that the 0M LN functions as a “prirnary and secondary”

lymphoid organ, this work shows how separation between primary and secondary

lymphoid organs, a universai feature in jawed vertebrates, influences the repertoire and

activation level of T lymphocytes.

Key words: Thymus, cellular differentiation, spleen and lymph nodes, T ceil receptor, T

lymphocytes, lymphoid progenitors, signaling pathways, strornal ce!! lines.
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INTRODUCTION

Pendant des siècles, le thymus est resté un organe énigmatique dont les

fonctions étaient inconnues. L’origine du mot thymus vient du grec thûrnos,

«excroissance charnue». Cet organe a été très conservé au cours de l’évolution,

d’ailleurs il présente peu de variations histologiques dans toute la phylogénie des

vertébrés, à l’exception des poissons osseux de l’ordre des téléostéens. Les anciens

Grecs, qui exécutaient des sacrifices rituels sur des animaux très jeunes, ont noté une

grande masse de tissu dans la poitrine au-dessus du coeur et qui se prolongeait

jusqu’au cou. Ils ont ainsi considéré cette masse comme étant le siège de l’âme.

Longtemps considéré comme le reliquat d’un organe embryonnaire, il a fallut attendre

l’année 1960 pour que le mystère du thymus soit élucidé (Miller, 2002a). En effet, le

rôle du thymus en tant que source principale de cellules T a été observé pour la

première fois après des études de thyrnectomies chez des souris nouveaux nées

(Miller, 1961). Ces souris présentaient une déficience marquée en lymphocytes T dans

la circulation et dans les tissus lymphoïdes. Nous sommes encore loin de résoudre le

mystère entourant cet organe malgré 44 ans de recherche scientifique. La question

principale posée est Pourquoi le THYMUS est le seul organe capable de

supporter la différentiation des cellules T?

1. LE THYMUS

Chez la plupart des vertébrés le thymus est formé de deux lobes entourés d’une

fine capsule de tissu conjonctif Chaque lobe est constitué de deux parties t la partie

corticale externe (cortex thymique) où se trouvent en général les lymphocytes

immatures qui prolifèrent très vite et la médulla interne qui contient les lymphocytes

matures à très faible division cellulaire. Les deux parties sont séparées par une

jonction cortico-médullaire. L’identification par Boehm et ses collègues d’un gène

localisé sur le locus nude murin a permis une avancée importante dans la

compréhension des mécanismes du développement de cet organe lymphoïde primaire.

Ce gène code pour un nouveau facteur de transcription winged-helix/forkhead,
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Foxnl/Whn (Nehis et al.. 1994). Chez les animaux déficients en Foxnl, les cellules

précurseurs CD45 ont été identifiées à la périphérie du thymus rudimentaire au jour

11,5 de l’état embryonnaire (E1l.5). Ces dernières sont incapables d’entrer dans

l’organe en développement, suggérant certaines déficiences pour des molécules

nécessaires au “homing” des précurseurs lymphoïdes. Ces molécules sembles

régulées par Foxnl, et incluent SDF- 1 /CXCL 12 (stromal cell-derived factor- 1) et

TECKICCL25 (thymus expressed chemokine) (Boehrn et al., 2003; Carnpbell et al.,

2003).

1.1. Organogenèse thymique

Le développement d’un organisme multicellulaire à partir de l’oeuf fécondé est

un processus complexe, nécessitant l’expression différentielle de gènes selon un profil

spatio-temporel précis. De ce fait, un microenvironnernent thymique adéquat semble

indispensable à la différentiation des lymphocytes T. Le thymus est un organe

composé de cellules stromales épithéliales et non épithéliales (macrophages,

fibroblastes et cellules réticulaires interdigitées).

1.1.1. Ontogénie de l’épithélium thymique

Les études morphologiques et fonctionnelles ont démontré une grande

hétérogénéité parmi les cellules épithéliale thymiques (CET). Il a été suggéré que le

cortex se développe à partir des cellules souches d’origine ectodermique et que la

médulla dérive de l’endoderme de la troisième poche phaiyngienne (Cordier and

Haumont, 1980). D’autres études suggèrent que les deux lignées de CET dérivent

exclusivement de précurseurs communs dans l’épithélium endodermique

indépendamment de l’ectoderme de surface (Le Douarin and Jotereau, 1975; Gordon

et al., 2004). En effet, chez la souris, l’analyse de l’ontogénie précoce du thymus a

démontré qu’ à partir de E 10.5 à E 11.5 du développement embryonnaire, l’épithélium

thymique paraissait phénotypiquernent et morphologiquement homogène (Gill et al.,

2002). En effet, l’étude de Gill et al. avec une autre étude suggèrent fortement que
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tous les types de cellules épithéliales thymique dérivent de cellules progéniteurs

commun MTS24 ou MTS20MTS24 respectivement (Bennett et al., 2002; Gui et al.,

2002).

À El 1.5, les cellules épithéliales du prirnordium thymique sont encore incompétentes

pour supporter le développement T (Itoi et al., 2001; Arnagai et al., 1995). Cette

capacité est dépendante de l’activation transcriptionnelle du gène foxn] dans

l’épithélium thymique. Une étude récente a démontré que l’expression de foxnl est

régulée de façon autocrine (par les CET) et paracrine (par les thymocytes) par la

signalisation via les glycoprotéines Wnt sécrétées (Balciunaite et al., 2002). Par

ailleurs, cette étude suggère que la signalisation via Wnt et l’expression de Foxnl sont

nécessaires à la fonction et l’intégrité des CET au delà de l’organogenèse. L’absence

fonctionnelle de Foxnl cause une athymie avec des CET bloquées au stade immature

et incapables d’attirer les progéniteurs hérnatopoïétiques dans le primordium thymique

(Ttoi et al., 2001). Après E12.5, les précurseurs lymphoïdes migrent dans le rudiment

épithélial thymique et vers E14.5, ils se différencient pour l’engagement vers la lignée

des cellules T. Cet engagement cellulaire nécessite des interactions dans le thymus

entre le ligand Delta-like- 1, exprimé par les cellules épithéliales, et son récepteur

Notch exprimé sur les précurseurs lymphoïdes. La présence de cette interaction,

démontrée in vitro par l’utilisation de cellules strornales 0P9 de la moelle osseuse

transféctées avec Deltat-like 1, est suffisante pour supporter la différentiation des

cellules T (Schrnitt and Zuniga-Pflucker, 2002). Contrairement à la différentiation

initiale des CET, les étapes tardives du développement thymique (stade foetal E 15.5 et

post natal) requièrent des interactions avec les thyrnocytes (Klug et al., 2002; Su et al.,

2003) pour permettre une organisation normale du compartiment épithéliale

médullaire et cortical. Dans les mutants thymiques où le développement des

thyrnocytes est complètement bloqué (c-Kit’7yj (Rodewald et al., 1 997b) et ceux

avec un blocage au stade DN1 (CD4CD8CD25CD44) (souris transgéniques

hCD326) (Hollander et al., 1995), le microenvironnement thymique reste

indifférencié et ressemble à celui de l’embryon au stade E12.5, sans ségrégation

cortico-méduilaire.
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1.2. Colonisation du thymus:

Précurseurs de la moelle osseuse

Les précurseurs des cellules T doivent migrer de la moelle osseuse (M.O.) vers

un thymus fonctionnel pour pouvoir se développer. Il a été démontré que l’injection

intrathyrnique ou i.v. de thyrnocytes résulte en une thymopoîèse transitoire. De la

même manière l’injection des précurseurs de la M.O. de façon intrathyrnique donne

des résultats similaires. Par contre, seul le transfert i.v. de la M.O. permet une

thyrnopoïèse continue (Goldschneider et al., 1986: Scollay et al., 1986). Ces résultats

démontrent donc que l’origine des précurseurs thymiques est la M.O., et que le thymus

n’est pas capable d’offrir un enviroimement propice à l’autorenouvellernent. L’apport

des progéniteurs de la M.O. au thymus est indispensable pour maintenir la thymopïèse

au cours de la vie adulte (Goldschneider et al., 1986; Scollay et al., 1986). Cependant,

le thymus est périodiquement réceptif pour les progénitures issus du sang

périphériques, ce qui suggère un nombre limité de niches dans cet organe (Foss et al.,

2001). En effet, une étude récente a mis en évidence une compétition pour les niches

stromales, impliquant les cellules CD4CD8 (Prockop and Petrie, 2004). D’autres

études ont suggéré un nombre très faible de progéniteurs qui colonisent le thymus,

avec 100-300 niches occupées, et une moyeirne de remplacement des progéniteurs de

2-3% par jour (Donskoy and Goldschneider, 1992; Spangrude and Scollay, 1990).

Les cellules souches hématopoïétiques (HSC) avec le phénotype LinIL-7RcC

Sca1hh1c_KitI sont le premier maillon de la chaîne de différentiation des cellules

hématopoïétiques. Toutes les lignées lymphoïdes, érythroïdes et myéloïdes se

développent à partir des HSC. Weissrnan et ses collègues (Kondo et al., 1997) ont

isolé à partir de la M.O., des progéniteurs lymphoïdes communs (T et B) en aval des

HSC, sur la base d’expression de marqueurs de surfaces. Ces cellules appelées CLP

ont le phénotype LinIL7RŒcKitI0ScalI0. L’engagement des CLP vers différentes

lignées lymphoïdes dépend de l’action de facteurs de transcription (tel que : Pax-5 ou

GATA-3) (Nutt et al., 1999; Ting et al., 1996), de ligands transmembranaires ou de

récepteurs (tel que: Notch et ses ligands) (Pui et al., 1999; Radtke et al., 1999) et de

signalisation via des cytokines (tel que 1L7 ou ILl5) (Di Santo et al., 2000; Peschon
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et al., 1994). Les CLP n’ont jamais été démontrés comme étant une population capable

de coloniser le sang périphérique et le thymus (Kondo et al., 1997; Ceredig and

Rolink, 2002; Ailman et al., 2003; Schwarz and Bhandoola, 2004). Ainsi, les CLP ne

semblent pas nécessaires au développement des lymphocytes T. Néanmoins, une autre

étude très élégante utilisant des souris transgéniques pour le gène rapporteur hCD25

sous le contrôle de la région régulatrice de la chaîne pTŒ (composant essentiel du pré

TCR) a mis en évidence une nouvelle population CLP-2 capable de coloniser le

thymus et de générer des cellules T (Martin et al., 2003). Les CLP semblent être la

source des CLP-2, caractérisés par leur phénotype LinCDÏ9B220+cKitCD44hhI. Par

contre, l’équipe de Bhandoola n’a pas réussi à identifier les CLP-2 (ainsi que les CLP)

dans le sang périphérique (Schwarz and Bliandoola, 2004), ce qui remet en question le

lien direct entre les CL? et les cellules T thymiques. Cette même équipe a mis en

évidence une autre population de progéniteurs plus immature que les CLP qui est

présente dans la M.O. (Aliman et al., 2003) et dans le sang périphérique (Schwarz and

Bhandoola, 2004) appelée LSKflt3. Ces cellules sont à l’origine des ETP, les

précurseurs les plus précoces de la lignée T, identifiés dans le thymus (Ailman et al.,

2003). Un lien direct entre les ETP et les CLP a été exclu d’après les résultats obtenus

avec la souris Ikaros. En effet, cette souris possède des ET? mais elle est déficiente

en CL? (Aliman et al., 2003). Tous ces résultats suggèrent que les ETP, les

précurseurs thymiques à l’origine des cellules T, se développeraient via une voie CLP

indépendante. Cette voie serait liée directement aux LSKFlt3 issus eux même des

HSC (LSKF1t3D de la M.O.. Ces L$Kf1t3 passeraient par le sang périphérique pour

atteindre le thymus.

1.3. Développement des lymphocytes T

Après la colonisation du thymus, le développement des cellules T exige des

événements clés incluant : l’engagement vers la lignée T, les processus de sélections et

la migration thymique. Ces différentes étapes nécessitent chez la souris adulte environ

4 semaines. Les 2 premières semaines sont indépendantes du TCR et l’autre moitié est

complètement dépendante de l’interaction avec le TCR. La différentiation TCR
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indépendante concerne l’étape où l’engagement vers la lignée T est décidé, i.e. au

stade double négatif (DN), avant l’expression des corécepteurs CD4 et CD8. La

différentiation TCR-dépendante concerne les cellules complètement engagées dans la

lignée T, les cellules double positives (DP) qui expriment CD4 et CD8 et qui vont

subir la sélection positive et négative.

1.3.1. La phase précoce : TCR-indépendante

Le développement des thymocytes n’est pas un processus “strictement

autonome”. La transition d’une étape à l’autre requière des interactions avec les

cellules stromales thymiques. Ces interactions vont permettre l’engagement vers la

lignée T, la prolifération et la différentiation des thymocytes. Les stades de

différentiation des thymocytes immatures DN ou triple négatif (CD4CD8CD3D, en

référence aux corécepteurs, sont caractérisés par l’expression de marqueurs de surface

comme la molécule d’adhésion CD44 (pgp-1) et la chaîne Œ du récepteur de

l’interleukine 2 (IL-2), CD25. Quatre stades ont été identifiés : DNÏ (CD44CD25),

DN2 (CD44CD25), DN3 (CD44CD25) et DN4 (CD44CD25D (Godfrey et al.,

1993) (FIGURE ANNEXE). Les cellules DN représentent environ 2-5% du nombre

total des thymocytes. D’autres marqueurs sont nécessaires pour la ségrégation des

différentes sous-populations: c-Kit (CD 117) (le récepteur du stem cell ou steel factor)

ainsi que 1’IL-7RŒ (la chaîne a du récepteur de l’IL-7). Malgré les divergences

concernant la nature des progéniteurs colonisant le thymus chez l’adulte, via la

jonction cortico-médullaire, il est bien établi que la sous- population DN1 contient des

précurseurs lymphoïdes multipotents avec un potentiel de différentiation en cellules T

Œf3, cellules T y, cellules B, cellules NK, macrophages et cellules dendritiques

(FIGURE ANNEXE). Parmi cette sous-population DN1, on retrouve aussi des

précurseurs précoces engagés vers la lignée T (ETP) ayant le phénotype Lin

CD44CD25iL-7Rac-Kit1”. Ces précurseurs vont migrer à travers le cortex thymique,

prolifèrent rapidement et acquièrent de nouveaux marqueurs de surfaces (HSA et

CD25) pendant qu’elles continuent à exprimer CD44 et c-Kit pour atteindre le stade
+ + •hiDN2 (CD44 CD25 c-Kit ). Le rearrangernent de la chame f3 du TCR commence a ce
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stade DN2. Ce réarrangement, sous le contrôle de deux enzymes recombinases

appelées Rag-l et Rag-2 (Recombination-activating genes), s’effectue en deux étapes

initié en premier lieu par un réarrangement D—>J, suivie par V—>DJ. Les premiers

produits du réarrangement, les protéines du TCR13 intracellulaires, sont détectables au

stade DN3 quand les cellules ont réprimé l’expression de c-Kit et CD44. À ce stade, la

chaîne 13 du 1CR est exprimée à la surface en association avec la chaîne pTŒ et les

molécules du complexe CD3, pour former le pré-TCR. Si le réarrangement de la

chaîne 13 du TCR est productif, la cellule reçoit un signal de survie via le pré-TCR

pour proliférer et se différencier en cellules DN4. Ce processus de sélection est appelé

la “13-sélection”. Ces cellules vont ensuite enclencher le réarrangement de la chaîne a

du TCR, pour se différencier en cellules DP (CD4CD8) exprimant un TCRŒ13 à la

surface, mais à faible niveau (TCRI0). À partir de ce moment, le processus de sélection

TCR-dépendant (i.e. la sélection positive et négative) est engagé, afin de générer des

cellules T matures (TCR’’) capables de discriminer entre le soi et le non-soi.

1.3.1.1. Les signaux du microenvironnement:

Comment les cellules épithéliales corticales thymiques vont-elles influencer la

différentiation des précurseurs lymphoïdes en cellules T? Deux phases importantes

sont à considérer: l’engagement vers la lignée T et la phase de survie/prolifération des

progéniteurs lymphoïdes et des sous-populations DN.

a) L’engagement vers la lignée T

Plusieurs études ont démontré le rôle essentiel de la molécule

transmembranaire Notch-1 dans l’engagement des précurseurs lymphoïdes vers la

lignée T (Robey, 1999; Deftos and Bevan, 2000). Quatre récepteurs Notch (Notch 1-

4). et cinq ligands transmembranaires (Jagged 1 et 2 et Delta-like 1, 3, et 4) ont été

décrits chez la souris (Aliman et al., 2002a). L’inactivation de Notch-1 provoque un

blocage dans la différentiation des lymphocytes T au stade DN1 (Radtke et al., 1999).
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Par contre, une surexpression de la forme constitutivement active de Notch- J dans les

cellules hérnatopoïétiques génère des cellules DP dans la M.O., alors que le

développement des cellules B est bloqué à un stade précoce (Pui et al., 1999). Une

autre étude a démontré qu’en absence de Notch-1, les progéniteurs de la M.O. rentrent

dans le thymus et se développent en cellules B (Wilson et al., 2001). Ce qui indique

qtie Notch-l “éduque” les progéniteurs lymphoïdes précoces à suivre la voie de

différentiation des cellules T en bloquant la différentiation des cellules B. Le même

résultat a été récemment obtenu par l’inactivation du facteur de transcription CSL,

facteur important pour la signalisation Notch (Han et al., 2002). Les gènes cibles de la

signalisation Notch dans les cellules T incluent Hahy enhancer of split (Hes) 1, Hes5

et Deltexi (Bhandoola et al., 2003; Radtke et al., 2004). pTŒ est aussi une cible

potentielle de Notch (Radtke et al., 2004). La surexpression rétrovirale de Hesi ou

Hes5 dans les précurseurs de la M.O. altère aussi le développement des cellules B.

Ceci indique que la signalisation via Notch doit être absente ou négativement régulée

pour permettre la différentiation vers la lignée B (Kawamata et al., 2002). Les souris

déficientes en Hes 1 présentent une altération partielle dans le développement précoce

des cellules T (Tomita et al., 1999). Ces données suggèrent que l’une des

caractéristiques cruciales, mais pas unique, du microenvironnement thymique est la

transmission d’un signal Notch aux progéniteurs lymphoïdes qui colonisent le thymus,

grâce aux ligands exprimés par les cellules épithéliales thymiques (Anderson et al.,

2001). Mis à part l’engagement vers la lignée T versus la lignée B, Notch a été décrit

comme étant impliqué dans d’autres processus intrathymiques, comme la

différentiation des cellules TCRa[3 versus y (Washburn et al., 1997), le

réarrangement de la chaîne du TCR (Wolfer et al., 2002), ainsi que le

développement des cellules T CD4 versus CD8 (Robey et al., 1996).

b) La prolifération et la survie

Les évaluations concernant le nombre de cellules progénitrices qui rentrent

dans le thymus chaque jour (10-100) et le nombre de cellules qui sont exportées ou qui

meurent chaque jour, ont estimées que chaque précurseur peut générer
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approximativement un million de thymocytes pendant les deux premières semaines du

développement des thymocytes (Shortman et al., 1990; Petrie, 2002). D’autres études

utilisant l’incorporation du 5 -bromo-2’ -deoxyuridine (BrdU) pour visualiser la

division cellulaire, ont démontré deux stades de division importants au sein des sous-

populations DN incluant les DN2 et les DN4 (Penit et al., 1995) (FIGURE ANNEXE).

Ces résultats montrent que les cellules qui rentrent dans le thymus majoritairement

quiescentes, une fois à l’intérieur, subissent deux phases d’expansions prolifératives,

séparées par une période de quiescence au stade DN3. Une telle prolifération

cellulaire, implique forcément une variété de facteurs thymiques qui induisent et

soutiennent la division des cellules, y compris des facteurs et des cytokines de

croissance. La première phase de prolifération (DN2) implique deux cytokines

produites par le stroma thymique, SCF (Stem celi Factor) et l’IL-7 (Wiles et al., 1992;

Moore et al., 1993). Leur rôle dans le développement précoce des lymphocytes T a été

démontré dans les souris IL-TA chez lesquelles on observe une réduction importante

du nombre de thymocytes (Freeden-Jeffry et al., 1995). De la même manière, le

développement des thymocytes est complètement bloqué dans les souris néonatales,

double déficientes pour c-Kit (le récepteur au SCF), et pour la chaîne ‘y du récepteur

à l’IL-7 (cKit’ y) (Rodewald et al., 1997a). D’autre part, les souris c-Kit”

viables, appelées (vickid) montrent un blocage du développement des cellules T au

stade DN1 avec une accumulation de cette sous- population et une absence quasi totale

des cellules DN2 et DN3 (Waskow et al., 2002). La signalisation via le pré-TCR

(TCRf3/pTa) contrôle la deuxième phase de prolifération au stade DN4 (Borowski et

al., 2004; Michie and Zuniga-Pflucker, 2002). En effet, les souris déficientes pour la

chaîne f3 (Rag-1 ou Rag-2 Knock-out) subissent un arrêt dans la transition DN3 vers

DN4 avec une diminution du nombre de thymocytes (Mombaerts et al., 1992; Shinkai

et al., 1992).

L’interaction du récepteur F1t3 avec son ligand F1t3L semble jouer un rôle

important dans le développement précoce des lymphocytes T (Moore and Zlotnik,

1997) et dans la reconstitution immune thymus dépendante (Fry et al., 2004).

Cependant, le rôle de cette interaction dans la thymopoïèse n’a pas pu être confirmé

avec les souris Flt3 (Mackarehtschian et al., 1995) et F1t3L’ (Sitnicka et al., 2002).
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Les proportions des thymocytes sont normales et seulement une faible diminution dans

la sous-population DN2 a été observée dans les deux souris knock-out respectivement

(Mackarehtschian et al., 1995; Sitnicka et al., 2002). On peut expliquer l’absence

d’effet dans ces deux souris Knock out par le fait que des mécanismes compensatoires

pourraient masquer le déficit causé par la délétion du ligand F1t3L ou de son récepteur

F1t3.

Voies de signalisations Wnt:

Les protéines Wnt constituent une famille de 1 $ glycoprotéines sécrétées. Ces

protéines sont impliquées dans l’ernbryogenèse, la prolifération cellulaire et

l’autorenouvellement des progéniteurs (Miller, 2002b; Reya et al., 2003). Plusieurs

gènes Wnl ont été mutés chez la souris, provoquant ainsi des déficits spécifiques au

cours du développement (Miller, 2002b). Les modèles actuels de la signalisation via

Wnt, stipulent que ces protéines sécrétées se fixent à des récepteurs serpentins

transmembranaires de la famille Frizzled (Fz). Ces récepteurs Fz avec leurs

corécepteurs LPR-5 et -6 (low-density lipoprotein receptor-related) s’associent aux

ligands Wnt pour former une unité tripartite permettant l’initiation de la voie de

signalisation Wnt (Miller, 2002b). Cette signalisation est modulée par l’association à

la surface de la cellule de diverses protéines sécrétées telles que Wnt-inhibitory factor

1 (WIF-1), Dickkopf (DKK), Cerberus ou la famille des frizzled-related protein (fRP

ou FrzB) (Miller, 2002b). La transduction de signal Wnt s’effectue à travers au moins

trois voies de signalisation intracellulaire incluant, la voie canonique ‘Wnt/b-caténine’
2+ . , .

et la voie non canonique Wnt/Ca et Wnt/polarity pathway . La fonction principale

de la voie canonique s’observe durant le développement. La 13-caténine joue un rôle

clé dans cette voie de signalisation. Le modèle actuel proposé est le suivant le pooi

de b-caténine libre est finement contrôlé, les facteurs Wnt favorisent son

accumulation, et le gène suppresseur de tumeur APC (Adenomatous Polyposis Coli)

participe à sa dégradation. Lorsque la b-caténine libre s’accumule, elle est capable, en

association avec les facteurs de transcription de la famille TCF (T-cell factor)/LEF

(lymphoid enhancer factor), de contrôler l’expression de gènes cibles impliqués dans

le contrôle de la prolifération cellulaire et de l’apoptose. Le contrôle du taux de f3-
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caténine libre est post-traductionnel, impliquant le complexe de destruction, composé

de l’APC et de 1’Axin, qui va faciliter la phosphoiylation du domaine arnino-terminal

de la f3-caténine par la kinase GSK3 (Glycogen Synthase kinase3). Lorsque la protéine

est phosphorylée, elle est prise en charge par le système ubiquitine/protéasome puis est

dégradée par le protéasome. En présence d’un signal Wnt, l’activité de la kinase GSK3

est inhibée par la protéine cytoplasmique Dsh (Dishevelled), la f3-caténine n’est pas

phosphoiylée, elle s’accumule et permet donc, par l’induction de TCf/LEf (après sa

transiocation dans le noyau), l’émission du signal de prolifération (Varas et al., 2003).

La voie de signalisation Wnt a été démontrée comme étant impliquée dans la

régulation du développement des thymocytes. Les facteurs de transcription TCF-1 et

LEF-1 sont exprimés dans le thymus (Hattori et al., 1996; Verbeek et al., 1995). La b

caténine est aussi présente dans les thymocytes, mais à cause de sa durée de vie très

courte, seulement de faibles quantités de la protéine ont été détectées par cytométrie

en flux dans les sous-populations DN1 et DN2 (Gounari et al., 2001). L’équipe de

Hollander a démontré récemment que les sous-populations DN3, DN4, DP et les

thymocytes SP matures expriment plusieurs gènes Wnt, incluant Wnt3, Wnt4, Wnt5b et

Wnt]Ob (Balciunaite et al., 2002). Les CETs immatures (MTS24) et mature (MTS24)

expriment aussi des niveaux variables d’ARNm de ces mêmes molécules Wnt,

incluant aussi Wntl (Balciunaite et aI., 2002). Différents isoformes du récepteur Frz

sont aussi exprimés dans le thymus (Staal et al., 2001). Cette étude a démontré in vitro

que l’interaction de la b-caténine avec TCF-1 est nécessaire au développement des

thyrnocytes et que le signal Wnt est capable d’activer la transcription médiée par TCF

1 dans ces cellules. Ces résultats suggèrent ainsi que la voie canonique pourrait être

active dans le thymus (Staal et al., 2001). Une autre équipe a mis en évidence des

transcrits de plusieurs molécules Wnt et leur récepteurs frz sur les cellules épithéliales

et les thyrnocytes respectivement (Staal et al., 2001; Pongracz et al., 2003). Une

prédominance de l’expression de l’ARNm de Wnt4 sur les cellules épithéliales et de

Frz6 sur les thymocytes a été observée (Pongracz et al., 2003). Les études de gain et

de perte de fonction ont permis d’établir que la signalisation Wnt contrôle la cellularité

thymique aussi bien que différents stades de différentiation des thyrnocytes. Plusieurs

modèles expérimentaux déficients pour la signalisation Wnt présentent une réduction
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importante dans le nombre des thymocytes (Verbeek et aï., 1995; Schiiham et al.,

199$; Okamura et al., 1998; Mulroy et al., 2002). Les souris Wnt1Wnt4 présentent

une réduction de 50-70% à E15-16 et de 40-50% à la naissance (Muiroy et al., 2002).

Dans les souris TCF- i, on observe aussi une diminution de la cellularité thymique

avec l’âge (Verbeek et al., 1995; Schiiham et al., 1998). Par contre, sous l’effet de

Wntl et Wnt4, dans un système de culture in vitro, le nombre des thyrnocytes foetaux

est sept fois plus élevé que le contrôle (Staal et al., 2001). La survie et la prolifération

semblent être les deux paramètres affectés après l’altération de la voie de signalisation

Wnt. L’analyse du cycle cellulaire dans les souris adultes TCF-1 déficientes a

démontré une diminution de la prolifération dans les sous-population DN et ISP

(immature simple positive) (loannidis et al., 2001) et plus précisément dans les sous-

populations DNÏ et DN4 (Schiiham et al., 199$). L’inhibition de la voie de

signalisation Wnt chez la souris, par la surexpression inductible de l’axin, provoque

une diminution de la taille du thymus et une apoptose massive des thymocytes

corticaux (Hsu et al., 2001), ce qui renforce l’idée que l’activation de la b-caténine

•favorise la survie des thymocytes.

À la différence des souris TCF-1 (Verbeek et al., 1995; Schilham et al.,

199$), la différentiation des thymocytes n’est pas altérée dans les souris Wnt1Wnt4

(Mulroy et al., 2002). Les souris TCF-F’ (6 mois) présentent un blocage avec une

accumulation des progéniteurs au stade DN 1, une absence de la sous-population DN2

et une réduction de la proportion des cellules DN4 (Schilharn et al., 1998). Dans les

expérience de FTOC (Fetal Thymus Organ culture) à partir des souris TCF- 1 ‘TEF- Ï

la différentiation des thymocytes est bloquée au stade DN3 (Okamura et al., 1998).

La nécessité de la b-caténine pour la fonction intrathymique de TCF-l et par

conséquent pour son lien avec la cascade Wnt a été démontrée par loannidis et al.

(loannidis et al., 2001). Cependant l’utilisation de souris knock-out pour démontrer le

rôle de la b-caténine et de ce fait le rôle de la voie canonique dans la thyrnopoïèse, a

soulevé plus de questions que de réponses. Alors que les souris knock-out pour la b

caténine dans le thymus, montrent qu’elle est indispensable pour le développement des

thymocytes et la transition DN3-DN4 (Xu et al., 2003), les souris ayant une délétion
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inductible dans la M.O. montrent que la signalisation Wnt via la b-caténine n’est pas

indispensable au développement des lymphocytes T (Cobas et al., 2004).

1.3.2. La phase tardive : TCR-dépendante

Cette phase, qui vient à la suite du développement précoce des thymocytes

pendant lequel un répertoire TCR diversifié a été généré, est caractérisée par des

processus de sélection positive et négative. Elle va aboutir, à partir des cellules

doubles positives CD4CD8, aux lymphocytes T matures simples positifs CD4 et

CD8 capables de discriminer entre les antigènes du soi et les antigènes étrangers du

non-soi.

1.3.2.1. La sé]ection positive et négative

Les thymocytes DP vont subir l’un de ces trois sorts La mort par négligence,

la sélection positive ou la sélection négative. La nature de l’interaction du TCR avec

les complexes CMH/peptides va déterminer le destin des cellules DP. Si le TCRŒF3

n’interagit pas avec les complexes CMH-peptides présents sur les cellules du cortex

thymiques, les cellules DP vont mourir par négligence. Ces cellules ne reçoivent donc

pas de signal de survie (pour permettre la sélection positive) et meurent.

Approximativement 90% des thymocytes DP meurent pour cette raison.

La sélection positive et due à une interaction de faible affinité entre le TCRa

et le complexe CMH-peptide, qui résulte en un signal de transduction de survie et de

différentiation. Les premières études utilisant des souris TCR-transgéniques ont

démontré la nécessité de l’interaction avec les complexes CMH-peptide exprimés dans

le thymus pour générer des cellules SP CD4 ou CD8 (Hugo et al., 1993a; von

Boehrner et al., 1988). En effet, l’engagement des complexes CMH classe 1-peptide va

aboutir à la sélection positive des cellules cytotoxiques CD8, alors que la

reconnaissance des complexes CMH classe Il-peptide va permettre le développement

des cellules T “helpers” CD4. La sélection positive est dépendante des cellules
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épithéliales corticales et des complexes CMH-peptide exprimés à leur surface

(Vukrnanovic et al., 1992; Anderson et al., 1999; Chidgey and Boyd, 2001). Les

raisons pour lesquelles les cellules épithéliales corticales sont les seules cellules

capables d’effectuer une sélection positive efficace ne sont pas encore connues. Deux

hypothèses peuvent être soulevées: 1) des événements de signalisations, médiés

préférentiellement si ce n’est exclusivement par les cellules épithéliales corticales, 2)

une localisation favorisant l’accès aux thymocytes à des étapes de développements

appropriées pour la sélection positive. Autrement dit, la capacité des cellules

épithéliales corticales à transmettre le bon signal au bon endroit (Chidgey and Boyd,

2001). Les premières études démontrant l’importance des cellules épithéliales ont

procédé comme suit : utilisation de souris transgéniques exprimant des molécules de

CMH caisse II exclusivement sur les cellules épithéliales thymiques (Benoist and

Mathis, 1989; Bill and Palmer, 1989; Laufer et al., 1996), utilisation d’une approche in

vitro dans un système de RTOC (Reaggregate Thymus Organ Cultures) avec des

cellules épithéliales purifiées (Jenkinson et al., 1992), et enfin, par injection

intrathyrnique de lignées épithéliales thymiques exprimant des molécules de CMH

sélectionnées (Vukmanovic et al., 1992; Hugo et al., 1992).

Cependant, d’autres approches ont tenté de démontrer l’implication d’autres

types cellulaires, tels que les fibroblastes et les cellules hématopoïétiques, dans la

sélection positive. Certaines études ont réussi à démontrer un rôle des fibroblastes

dans ce processus par injection intrathyrnique (Pawlowski et al., 1993; Hugo et al.,

1 993b). Une autre étude utilisant un système de coculture in vitro dépourvue de

strorna thymique ou avec un stroma non sélectif, a permis de conclure que les

fibroblastes seuls sont incapables de supporter la sélection positive. Cependant, la

combinaison de cellules fibroblastiques avec un strorna non sélectif permet une

sélection positive peu efficace (Chidgey et al., 1998). Ces résultats suggèrent que la

sélection positive est un événement multicellulaire nécessitant d’une part des cellules

qui apportent les complexes CMH-peptides et d’autre part des cellules (épithélium

cortical) qui apportent des signaux supplémentaires indispensables à une maturation

complète.
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D’autre part, les études utilisant des chimères tétraparentales, des chimères

hématopoïétiques ainsi que des systèmes in vitro (comme les RTOC) ont démontré

que des cellules hématopoïétiques (telles que les cellules dendritiques (CD)) pouvaient

sélectionner positivement des thyrnocytes (Martinic et al., 2003; Zerralrn et al., 1999;

Yasutomo et al., 2000: Zinkernagel and Althage. 1999). Il a aussi été démontré que la

sélection positive sur ces mêmes cellules pouvait être inefficace (Bix and Raulet,

1992). Cependant, ce rôle semble être dépendant de la nature dti 1CR impliqué et de

son avidité pour les ligands présentés. L’utilisation des souris transgéniques pour le

TCR restreint pour CMH classe I, montre que les cellules hématopoïétiques sont

capables de présenter les complexes CMH-peptide, appropriés pour la sélection

positive des lymphocytes CD8 exprimant le 1CR 2C mais non pour ceux exprimant

le TCR H-Y (Zerralm et al., 1999). In vivo, dans des conditions normales, la sélection

positive sur les cellules hématopoïétiques semble être déterminante pour les cellules T

restreintes pour les molécules de CMH classe lb non classique (tel qtie t H2-M3, Qa-1,

Qa-2 et CDId) par opposition aux cellules T restreintes pour les CMH classe la

(Urdahl et al., 2002). Par contre, la sélection positive sur les cellules

hérnatopoïétiques, des cellules I restreintes pour le CMH classe lb, ne peut pas

générer un répertoire CD8 quantitativement normal (Perarnau et al., 1999). Une autre

sous-population de cellules T, les NKT (CDYd restreinte), est sélectionnée dans le

thymus par les cellules DP plutôt que les cellules épithéliales (Bendelac, 1995). La

sélection positive sur les cellules hématopoïétiques reste néanmoins un processus

thymus-dépendant (elle est pratiquement absente chez des souris athymiques) (Zerrahn

et al., 1999). incapable de reproduire l’efficacité des cellules épithéliales corticales.

Ceci suggère que la sélection positive n’est pas la fonction principale des cellules

hématopoïétiques in vivo, sans pour autant exclure leur contribution à ce processus.

Nous pouvons imaginer le scénario suivant. Les cellules épithéliales corticales,

contrairement aux cellules hématopoïétiques, sont capables de fournir (en plus des

complexes CMH-peptides). d’autres signaux indispensables à l’accomplissement de la

sélection positive (Anderson et al., 1994). En d’autres termes, une cellule doit être

capable d’initier (avec l’apport des complexes CMH-peptides) et de maintenir (avec
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des molécules accessoires nécessaires) ce processus de sélection pour qu’il soit

complètement efficace.

La sélection négative, qui concerne environ 1% des cellules DP, résulte d’un

engagement du complexe CMH-peptide avec une forte affinité, ce qui va provoquer la

mort par apoptose des thymocytes DP (Starr et al., 2003). Ceci induira l’élimination

des cellules T potentiellement autoréactives pour permettre la génération d’un

répertoire périphérique largement tolérant pour le soi (von Boehmer et al., 1988;

Sprent and Kishirnoto, 2001). Pour les cellules qui échappent à la sélection négative

dans le thymus, il y a un mécanisme régulateur en périphérie, impliquant des cellules

régulatrices CD4CD25 qui ont pour fonction de contrôler les cellules T autoréactives

(Sakaguchi et al., 2001). Contrairement à la sélection positive, la sélection négative a

été décrite comme pouvant se produire soit dans le cortex (Murphy et al., 1990;

Baldwin et al., 1999) ou dans la médulla (Surh and Sprent, 1994). Cependant,

plusieurs études ont indiqué le fait que le cortex ne soit pas le site idéal pour la

sélection négative. Ainsi, les souris exprimant le CMH classe II seulement au niveau

des cellules épithéliales corticales, génèrent des cellules T CD4 autoréactives (Laufer

et al., 1996). En outre, les cellules épithéliales dans le cortex n’expriment pas les

molécules de costimulation telles que 37-1 (CD8O) et 37-2 (CD$6) décrites comme

étant exprimées sur les cellules épithéliales médullaires et importantes pour la

sélection négative (Degermann et al., 1994). La médulla thymique étant le site

principal de la sélection négative, est riche en cellules présentatrices d’antigènes

(CPA), incluant les cellules dendritiques (CD) et les cellules épithéLiales médullaires

(CEM). En effet, ces deux types cellulaires sont capables d’induire la sélection

négative (Matzinger and Guerder, 1989; Webb and Sprent, 1990; Burkly et al., 1993).

Cependant, l’efficacité de la sélection négative médiée par les CEM n’est pas

comparables à celle induite par les CD, d’où une tolérance au soi qualifiée de “split

tolerance” (Hoffmann et al., 1992; Hoffinann et al., 1995). Une autre évidence de

l’efficacité de la délétion par les CD est la proportion relativement faible des CD,

nécessaires à une sélection négative efficace dans le système de RTOC (Anderson et

al., 199$).
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La sélection négative sur les CD comme sur les CEM dépend de l’interaction

de forte avidité des cellules T avec les épitopes exprimés à leurs surfaces (Matzinger

and Guerder, 1989; Hoffiriann et al., 1 995). L’épithélium thymique est capable aussi

d’induire la tolérance via l’anergie plutôt que la délétion (Schonrich et al., 1992). Ce

mécanisme pourrait être enclenché si l’avidité de l’interaction du CMH-TCR est

faible. Ceci suggère des mécanismes multiples. durant l’induction de la tolérance, qui

seraient influencés par le type de cellules strornales impliquées.

Les cellules épithéliales médullaires expriment une variété de gènes qui sont

normalement exprimés en périphérie (par exemple insuline, thyroglobuline, MBP

etc) (Klein and Kyewski, 2000; Derbinski et al., 2001; Heath et al., 199$). Ceci

permettra d’éliminer les cellules T capables de reconnaître des épitopes tissus-

spécifiques retrouvés sur les cellules épithéliales périphériques. Un aspect important

des cellules épithéliales médullaires, est l’expression du facteur de transcription AIRE

(autoimmune regulator). Ce facteur de transcription semble nécessaire pour

l’expression ectopique des antigènes périphériques par les CEM (Anderson et al.,

2002). De plus, les souris déficientes pour AIRE dans la médulla thymique

développent des maladies autoimmunes. Ces dernières sont similaires au syndrome

humain (syndrome polyendocrinien autoimmun de type 1) observé chez les patients

exprimant une forme altérée du facteur de transcription AIRE (Anderson et al., 2002;

Peterson et al., 1998). Ce syndrome se caractérise par la perte de la tolérance du soi

dans multiples organes. Ces éléments soulignent donc l’importance des CEM dans la

sélection négative et par conséquent dans la tolérance du soi.

Est ce que la sélection positive et négative sont des événements séquentiels ?

Plusieurs hypothèses ont été émises concernant l’ordre d’avènement des

processus de sélection positive et négative. Il est possible que les thymocytes reçoivent

en premier un signal de sélection positive dans le cortex ensuite un signal de sélection

négative dans la médulla (Palmer, 2003). D’après l’étude de McGargill et al., le cortex

thymique semble inefficace pour permettre la sélection négative (McGargill et al.,

2000). Un tel model suggère que le même TCR peut recevoir un premier signal de

sélection positive et plus tard un second signal de sélection négative. Les études
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utilisant des souris transgéniques indiquent que la sélection négative peut se produire

avant ou après la sélection positive (Ohashi et al., 1990; Spain and Berg, 1992).

Lutilisation des tétramères CMH-peptide par Baldwin et al. a démontré que tous les

stades de développement (DN. DP et SP) peuvent subir la sélection négative (Baldwin

et al., 1999). Par conséquent, la sélection positive et négative pourraient être deux

événements indépendants et non séquentiels. Cependant, la controverse persiste

toujours et la réponse nécessite encore plus de travaux.

2. HOMÉOSTASIE DES LYMPHOCYTES T

La taille du pooi lymphocytaire a une importance cruciale dans le système

immunitaire adaptatif. Ce pool doit être suffisamment diversifié pour détecter et

détruire une large variété de pathogènes. Ceci nécessite une exportation thymique

suffisante et des signaux de survie périphérique pour le maintien du pooi

lymphocytaire (naïf ou mémoire) en attente d’une stimulation antigénique à la suite

d’une agression.

2.1. Homéostasie durant le développement thymique

L’existence d’un mécanisme régulant le nombre de thymocytes dans le thymus

demeure controversée. Cette notion de contrôle du nombre de thymocytes est remise

en question par le fait que le thymus s’atrophie avec Pâge. Néanmoins, on pourrait

imaginer que les phases de sélection et d’expansion durant le développement thymique

pourraient être la cible de processus de régulation homéostatique. Ceci dans le cas où

le nombre de thymocytes est contrôlé durant l’une des étapes de développement. Un

groupe a évalué cette hypothèse (i.e. l’existence de mécanismes régulant le nombre

des thymocytes) en utilisant des chimères mixtes où la majorité des thymocytes sont

bloqués au stade CD4CD$ (TCRa déficient). L’augmentation de l’efficacité de

développement des CD8 SP “wild-type” a permis de conclure que les thyrnocytes

matures CD$ S? mais non pas les thymocytes CD4 S?, sont sous contrôle

homéostatique (van Meerwijk et al., 1998). Cependant, cette compensation
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homéostatique intrathymique de 1 .5 fois pour les CD8 SP n’est pas jugée

significative. La notion d’homéostasie intrathymique peut aussi être attribuée à la

disponibilité d’espaces “niches” pour la sélection positive, i.e. la disponibilité d’un

nombre limité de cellules stromales pour la sélection positive des thymocytes

(Huesmann et al., 1991; Merkenschlager et al., 1994; Merkenschlager, 1996). Ceci

impose un nombre limité de thymocytes sélectionnés. Par contre, ce mécanisme de

régulation du nombre de thymocytes n’a pas pu être confirmé par l’étude de Almeida

et al. (Almeida et al., 2001). En effet, cette étude qui utilise un système de dilution des

précurseurs compétents, a démontré qu’une régénération complète des compartiments

DP et S? est strictement déterminée par la disponibilité d’une fraction suffisante de

précurseurs DN compétents. Ceci suggère l’absence de mécanismes homéostatiques

compensatoire qui pourrait palier au déficit du nombre de précurseurs au départ par

l’augmentation de la prolifération et de la survie des cellules DP et SP dans le thymus.

Ces résultats suggèrent que le nombre de thymocyte dans le thymus est contrôlé par

deux paramètres distincts le nombre de précurseurs qui rentrent dans le thymus et le

nombre limité de niches disponibles pour la sélection positive.

2.2. Exportation thymique et Homéostasie périphérique

Après les processus de différentiation qui durent environ quatre semaines (chez

la souris), les thymocytes matures quittent le thymus à travers les vaisseaux

lymphatiques et sanguins de la médulla. Cette migration a été évaluée au taux de 1-

2%, du nombre total de thymocytes, par jour (Berzins et al., 1999). Le processus

d’exportation n’est pas bien défini, mais il est établi que seulement 6% des RTE

(Recent Thymie Emigrant) ressemblent aux cellules SP de la médulla thymique, en

terme de phénotype. Ceci suggère que des processus de maturation au sein de cette

population SP sont nécessaires et se produisent avant l’exportation du thymus (Gabor

et al., 1997). Cette exportation semble ignorer la taille du pool de celitiles T en

périphérie (Berzins et al., 1999; Berzins et al., 1998).

Un nombre élevé de RTE engendré à la suite de la transplantation de multiples

thymus, n’empêche pas l’ajout au pool périphérique, de cellules T additionnelles au
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lieu de les exclure ou d’éliminer les cellules T préexistante pour maintenir un équilibre

(Berzins et al., 1999). Ces résultats suggèrent que les RTE sont exemptés de la

prolifération homéostatique (pour une période de trois semaines) ce qui souligne le

rôle très important de l’’’output’’ thy’rnique pour maintenir un renouvellement continu

du répertoire T à travers la vie adulte (Berzins et al., 1999). Les RTE quittent alors le

thymus avec un répertoire TCR diversifié, engendrant un pool périphérique capable de

répondre à n’importe quel pathogène. Par contre, en absence d’une exportation

thymique (donc lymphopénie), l’expansion homéostatique prend le relais à partir des

cellules T résiduelles ou transplantées, ce qui va diminuer de façon progressive la

diversité du pool de cellules T naïve et provoquer l’expansion des cellules T

mémoires. L’atrophie thymique entraîne une diminution des RTE. Le taux

d’exportation des cellules T est alors insuffisant pour remplacer le pooi T naïf perdu

quotidiennement en périphérie. Ceci va provoquer le rétrécissement du compartiment

périphérique naïf et l’intervention de l’homéostasie périphérique par l’expansion du

pool de cellules T mémoire et des cellules T naïves qui acquièrent à ce moment un

phénotype mémoire (Haynes et al., 2000; Goldrath et al., 2004). L’homéostasie

périphérique est alors accompagnée par un changement de phénotype (naïf vers

mémoire) caractérisé par l’augmentation de l’expression du marqueur CD44 et Ly6C

(Ernst et aÏ., 1999; Kieper and Jarneson, 1999: Goldrath and Bevan, 1999a; Goldrath

et al., 2004). Il a été suggéré que ce changement de phénotype se produit sans

l’acquisition de la fonction effectrice, suggérant ainsi un état de pré activation (Kieper

and Jameson, 1999; Goldrath and Bevan, 1999a; Goldrath et al., 2004).

La chimio- ou radiothérapie (causant une lymphopénie) peuvent aussi provoquer le

même phénomène. Bien que la restauration proliférative du nombre de cellules T

améliore le système immunitaire, un rétablissement complet n’est observé qu’avec un

“output” thymique élevé de nouveaux RTE (Mackall et al., 1997; Mackall and Gress,

1997). En effet, il a été démontré que l’homéostasie périphérique génère donc un

répertoire restreint (limité) (La Gruta et al., 2000).

On peut énumérer quelques unes des stratégies utilisées pour étudier 1’

‘‘output’’ thymique et son impact sur l’homéostasie périphérique 1) L’évaluation de

l’effet de la thyrnectomie sur le nombre de cellules T en périphérie (Rocha et al., 1983;
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Mackali et al., 1993; Miller, 1965); 2) La capacité des cellules T à subir une expansion

en périphérie à la suite du transfert dans un hôte athymique (Rocha et al., 1989;

Tanchot and Rocha, 1 995); 3) L’évaluation de l’impact de l’augmentation de la masse

thymique (ou de l’exportation thymique) sur le nombre de cellules T périphériques

(Berzins et al., 1999; Berzins et al., 199$; Metcalf, 1965); 4) La mesure directe du

nombre de cellules T exportées à la suite d’injection intrathymique de colorants

fluorescents (Graziano et al., 199$; Scollay et al., 1980) ou par la quantification des

TREC (T-cell receptor gene excision cirles) (Douek et al., 199$; Kong et al., 1999;

Poulin et al., 1999; Dion et al., 2004).

Les TREC sont formés quand les cellules T en développement réarrangent les

gènes du TCR. Ce réarrangement cause l’excision, de fragments d’ADN inutilisés,

entre les boîtes V, D et J (Takeshita et al., 1989). Les TREC SI (Signal-joint) sont

générées à la suite du réarrangement de la chaîne a du TCR (Rec-PJŒ) alors que les

TREC DJ sont généré à la suite du réarrangement de la chaîne 3 (D13(Jr32.l- Jf32.7)).

Ces cercles sont relativement stables, ne se répliquent pas pendant les divisions

cellulaires, et sont dilués entre les cellules filles à la suite de la prolifération

(Hazenberg et al., 2000b). Les TREC persistent au sein des RTE, ce qui permet

d’avoir au niveau de ces populations nouvellement exportés des niveaux élevés de

cercles d’excisions comparés aux cellules T qui ont subit une seule ou plusieurs

divisions périphériques (Douek et al., 199$; Poulin et al., 1999). Les TREC SJ ont été

étudiés de façon très large dans les cellules T du sang comme marqueur de la fonction

thymique (Hazenberg et al., 2001; Poulin et al., 2003; Geenen et al., 2003).

Cependant, cette mesure reste approximative puisque la concentration des TREC est

mesurée dans une population hétérogène (bien qu’enrichie en cellules cibles), plutôt

que des cellules individuelles. Les TREC sont présents dans toutes les sous

populations de cellules T à différents niveaux (les RTE, les cellules T naïves et les

cellules T mémoires). Par conséquent les changements dans les concentrations des

TREC en périphérie n’impliquent pas forcement des changements dans les niveaux

des RTE, mais peuvent être dû à des variations dans la prolifération, la survie ou la

distribution de n’importe quelle autre sous-population T, surtout dans les conditions

pathologiques tel que l’infection par le HIV (Hazenberg et al., 2000b; Hazenberg et
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al., 2001). Une autre complication est que les thyrnocytes subissent de multiples cycles

de prolifération après la formation des TREC mais avant l’exportation thymique.

Néanmoins, malgré ces précautions à prendre, les TREC restent le meilleur moyen

pour quantifier l’exportation thymique chez l’humain. De plus, leur mesure peut

donner une idée intéressante sur le taux de prolifération des cellules T dans le thymus

et en périphérie.

Cependant, une étude récente utilisant les TREC SJ et DJ, a décrit une nouvelle

méthode, tenant compte du ratio $J/f3TREC dans le sang périphérique, afin de mesurer

des aspects importants de la fonction thymique (prolifération intrathymique et

“output” thymique). Avec cette méthode les résultats obtenus ne peuvent être ni

biaisés ni confondu avec la prolifération des cellules T périphériques puisque ce ratio

est une signature qui se maintien durant toute la vie (Dion et al., 2004).

Dans notre étude, nous avons tiré profit des TREC SJ et DJ pour estimer le

taux de prolifération dans le thymus (cellules DP et $P) ainsi que la prolifération

périphérique (cellules S?) qui serait due par exemple à l’expansion homéostatique.

Le pool de cellules T périphériques est composé de cellules T mémoires et

naïves. Ces deux types cellulaires semblent occuper des niches homéostatiques

séparées donc devraient être régulés séparément (Goldrath and Bevan. 1999b).

L’intérêt de cette séparation est de maintenir d’une part, un répertoire diversifié au

sein du pool naïf nécessaire à la réponse contre des pathogènes inconnus et d’autre

part, un pool mémoire capable de répondre rapidement aux antigènes préalablement

rencontrés. À la suite de la reconstitution immune de souris déficientes avec des

cellules T mémoires, les cellules transférées subissent une expansion pour atteindre le

même nombre retrouvés dans une souris normale (Tanchot and Rocha, 1995). Il n’est

pas possible d’augmenter la taille du pool mémoire en transférant un grand nombre de

cellules, indiquant une régulation du nombre de cellules T mémoire même en absence

du pool de cellules T naïves (Tanchot and Rocha, 1995). Une compétition pour les

signaux de survie entre les deux populations pourrait engendrer une perte de la

diversité par l’expansion du pool mémoire. Elle pourrait aussi induire une perte de la

mémoire immunitaire par l’installation des cellules T nouvellement exportées en

périphérie au détriment des cellules T mémoires (Tanchot et al., I 997b).
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Chez la souris, les cellules T naïves en périphérie ont une durée de vie de

Fordre de quelques mois (Jameson. 2002). Cette survie nécessite une exposition à des

signaux du soi. Une étude a démontré que les cellules T CD4 requièrent un contact

avec des molécules CMH-ligand du soi pour survivre en périphérie (Takeda et aï.,

1996). Une autre étude de Tanchot et al. a souligné l’importance de l’interaction avec

les molécules de CMH classe I de soi pour la survie des cellules T CD8 TCR

transgénique (Tanchot et al., J 997a). Ces résultats suggèrent que la reconnaissance du

soi (CMH-peptide du soi) par le 1CR est une composante nécessaire pour la survie des

cellules T naïves. La spécificité de cette interaction est analogue à celle de la sélection

positive où une interaction de faible affinité avec les molécules du soi est nécessaire à

la survie des thymocytes, comme le démontre les modèles de souris 1CR

transgéniques (H-Y et OT-Il) (lanchot et al., 1997a; Ernst et al., 1999). Les peptides

impliqués dans la survie ne sont pas nécessairement les mêmes que ceux impliqué

dans la sélection positive mais peuvent être des ligands différents mais reconnus avec

la même affinité. D’autres éléments ont conforté cette hypothèse. comme l’association

constitutive de la kinase ZAP-70 à la chaîne CD3- du 1CR ainsi que Fétat de

phosphorylation partiel de cette dernière (forme p21), au niveau des thyrnocytes et des

cellules T naïves en périphérie ÇNakayama et al., 1989; Witherden et al., 2000; van

Oers et al., 1994).

3. THYMUS ET VIEILLISSEMENT

L’involution thymique et la diminution de l’output des lymphocytes T sont les

conséquences du vieillissement que ce soit chez l’humain ou chez la souris. Cette

involution graduelle avec l’âge corrèle avec le déclin du système immunitaire, reflété

par l’augmentation de la susceptibilité aux infections et des incidences des maladies

autoimmunes. La capacité de reconstitution d’un pool lyrnphocytaire chez un individu,

après une déplétion périphérique corrèle inversement avec l’âge. Les patients et les

animaux les pius jeunes ont une capacité de reconstitution plus efficace que les plus

âgés (Mackali and Gress, 1997). Chez l’humain, la réduction de la masse thymique

commence à l’âge de 1 an (quand l’organe atteint sa taille maximale) et aboutit à une
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réduction importante de la taille du thymus à la puberté (George and Ritter, 1996).

Chez la souris, le déclin dans la prolifération des thymocytes a été noté dès la 21

semaine après la naissance (Hirokawa et al., 1994) et la réduction de la taille du

thymus est visible à partir de la 61e semaine (Hirokawa and Makinodan, 1975).

Cependant, les enfants de plus de 15 ans et les souris de 3-4 mois sont encore capables

de régénérer un pool de cellules T périphérique à sa taille normale. Ceci a amené à

penser que l’involution thymique commence à la puberté. Cette hypothèse a été

abandonnée par la suite (George and Ritter, 1996; Steinrnann et al., 1985).

Chez l’humain, la diminution de la taille du thymus est masquée par des

changements dans l’architecture de l’organe. L’augmentation du gras, du tissu

conjonctif et de l’espace périvasculaire comble la diminution des zones

lymphoépithéliales du thymus et la taille globale de l’organe reste constante durant

toute de la vie. Chez la souris, ceci ne se produit pas et la taille du thymus diminue

avec l’âge. Dans un thymus d’une vieille souris de 24 mois, la production des cellules

T a été estimée à 0.7% du nombre de cellules T produites par les souris nouveaux nées

(George and Ritter, 1996).

Chez la souris et l’humain, deux types de facteurs influencent la sénescence

thymique des facteurs intrinsèques au système immunitaire ou des facteurs

extrinsèques. Ces deux facteurs se résument en une déficience dans l’apport de

précurseurs à partir de la M.O. et en une altération du stroma thymique

respectivement. Une troisième possibilité et que les facteurs intrinsèques et

extrinsèques (M.O. et stroma) agissent en même temps. Ceci a été testé avec des

chimères hématopoïétiques en greffant de la M.O. de vieilles souris dans des souris

jeunes irradiées ou en greffant de la M.O. de jeunes souris dans des vieilles receveuses

irradiées (Hirokawa et al., 1994).

3.1. Rôle des progéniteurs de la moelle osseuse

Le thymus ne contient pas des précurseurs endogènes avec une capacité

d’auto-renouvellement perpétuelle. Il doit alors être “alimenté” de façon périodique

avec des précurseurs dérivés de la M.O. incluant les H$C ou des progéniteurs dérivés
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de cette population. Les cellules de la M.O. ou les HSC purifiés à partir de souris

âgées ne génèrent pas des cellules T de façon efficace après transfert dans des jeunes

receveuses (Hirokawa et al., 1986; Sudo et al., 2000). Ces résultats indiquent des

déficits intrinsèques aux progéniteurs, qui doivent s’accumuler avec l’âge pour

affecter leur potentiel de différentiation. Ces déficits peuvent être associés à des

défauts génétiques, affectant des gènes qui contrôlent la prolifération et la taille du

compartiment HSC (Geiger and Van Zant, 2002). Deux types de progéniteurs sont

susceptibles d’être la cible d’altérations génétiques, les ETP (Ailman et al., 2003) et

les CLP-2 (Martin et al., 2003). Le lien entre ces deux types de précurseurs n’est pas

encore connu, mais il serait intéressant de déterminer comment ces deux populations

sont affectées avec l’âge pour mieux comprendre l’effet du vieillissement sur les

précurseurs thymiques les plus immatures (Linton and Dorshkind, 2004).

3.2. Rôle du stroma thymique

U environnement thymique semble aussi avoir tin rôle très important dans

l’involution thymique (Aspinall and Andrew, 2000). D’ailleurs, dans des vieilles

souris irradiées et reconstituées avec de la M.O. de jeunes donneurs, les anomalies

thymiques sont irréversibles et la taille thymique ainsi que la cellularité restent

réduites (Mackall et al., 199$). Par contre, lorsque de vieilles souris reçoivent tin

transplant thymique néonatal et sont ensuite irradiées et reconstituées avec de la M.O.

de souris nouveaux nées, une capacité régénérative thymique normale a été observée

(Mackall and Gress, 1997). Tous les résultats obtenus sont en accord pour une

contribution plus significative du stroma thymique dans l’atrophie thymique

(Hirokawa et al.. 1994; Mackall and Gress, 1997). Une diminution de l’expression de

gènes associées aux cellules épithéliales, comme l’IL-7 (Andrew and Aspinall, 2002),

la keratine-$ et Foxnl (Ortman et al., 2002), a été observée avec l’âge. les niveaux

d’ARNm de cytokines telles que (LIF, IL-6, oncostatin M et SCF) augmentent par

contre avec l’âge (Sernpowski et al., 2000). En effet, l’administration in vivo de ces

cytokines à des souris, induit une atrophie thymique avec une perte des thymocytes
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corticaux CD4 et CD8 (Sernpowski et al., 2000). Ces résultats démontrent le rôle des

cytokines associées au stroma thymique dans le processus de sénescence.

3.3. Association des facteurs intrinsèques et extrinsèques

On peut aussi penser à une association des deux facteurs dans ce processus. En

effet plusieurs éttides ont démontré que ces deux paramètres (stroma thymique et

progéniteurs de la M.O.) sont interdépendants pour leur développement et leur

fonction (Klug et al., 2002; Anderson and Jenkinson, 2001; Blackburn et al., 2002).

Le milieu extrathyrnique peut exercer certaines influences sur l’involution

thymique. Les thymocytes en développement et le stroma thymique peuvent être

sensibles aux changements dans le système endocrinien. Que ce soit les thyrnocytes ou

les cellules stromales, ils expriment des récepteurs aux hormones de croissance, IGF-I

et des hormones stéroïdes sexuelles. Ainsi, des changements dans les concentrations

relatives de ces hormones (par exemple à la puberté) peuvent avoir un effet néfaste sur

le développement des thymocytes et/ou la fonction des cellules stromales thymique,

ce qui va aggraver l’involution thymique. L’administration des hormones de

croissance ou de l’IGF-I à de vieilles souris peut stimuler la thymopoïèse (Montecino

Rodriguez et al., 1998). Le traitement de patients atteints dti HIV, avec des hormones

de croissance peut aussi augmenter la masse thymique (Napolitano et al., 2002).

Cependant, si on observe ces facteurs individuellement, on réalise que

l’involution thymique n’est pas un processus monofactoriel. Par exemple,

l’administration de l’IGF-I n’est pas capable de restaurer une cellulartié comparable à

celle d’un jeune animal (Montecino-Rodriguez et al., 1998). L’administration de l’IL

7 dans des vieilles souris est quand à elle, capable aussi d’améliorer la cellularité

thymique mais pas de la rétablir au même niveau des jeunes souris (Andrew and

Aspinall, 2001).

Donc, l’involution thymique semble être un processus multifactoriel, ce qui

rend très difficile la possibilité de corriger ce problème. Si le traitement d’un seul

paramètre a des résultats assez mitigés, pourquoi ne pas penser alors à détourner le
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problème en essayant de générer des lymphocytes T extrathymiques en même temps

que les traitements cité ci-dessus. Le seul bémol est que pour atteindre cet objectif, il

faudrait mieux comprendre les mécanismes de différentiation des lymphocytes T

intrathymique ainsi que les particularités qui font du strorna thymique le seul

microenvironnement capable de supporter le développement des cellules T.

4. DÉVELOPPEMENT DES CELLULES T EXTRÀTHYMIQUES:

Il est bien établi que le thymus est l’organe principal pour supporter la

différentiation des cellules T. Cependant, quelques cellules T sont générées à

l’extérieur du thymus. Les sites majeurs proposés, sont les intestins, le foie et les

ganglions lymphatiques (Abo, 2001b; Abo, 2001a; Guy-Grand et al., 2003; Guy

Grand and Vassalli, 2002: Allen et al., 1995). D’autres sites ont été rapportés tels que

l’utérus et les glandes exocrines. La nature de ces sites de différentiation et la faible

qtiantité de cellules T générées rendent difficile la comparaison des deux mécanismes

de différentiation thymique et extrathymique. Les cellules T extrathymiques

comprennent des celltiles TŒf3 ainsi que des cellules Ty (Abo, 200 lb).

Dans le foie, les cellules T ainsi que les cellules NKT expriment des niveaux

intermédiaires du complexe TCR-CD3 (TCR”1t) et sont IL-2RcC (TCR de faible

affinité) contrairement aux cellules T conventionnelles TCR’’ et IL-2Rc( (IL-2RŒf3

à l’état activé) (Seki et al., 1991). Le foie contient des cellules TŒj3 et des cellules Ty

avec un ratio de 4:1. Les cellules TaF3 sont de type DN (CD4CD$D, SP (CD4j et SP

(CD8), la population CD4 étant la plus abondante (Abo, 2001b). On note aussi

l’absence de DP.

Dans les intestins les lymphocytes T intra épithéliaux (TELs) comprennent

aussi des cellules TŒf3 et y avec un ratio de I : Ï qui augmente avec le vieillissement.

+ + + .

Les cellules TŒJ3 sont des SP (CD8 ) ou DP (CD4 CD8 ). La plupart, si ce n est la

totalité des IELs, sont CD$ŒŒ (homodimères de CD8a) par opposition aux cellules T

conventionnelles qui sont des hétérodimères CD8ŒF3. Chez la souris, à 6 semaines, on
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a seulement 5% des IELs qui sont des DP. Par la suite, c’est à 22 semaines que le

maximum de DP est observé i.e. 32 ¾ (Poussier and Julius, 1994), donc une

proportion qui n’égale jamais la proportion des DP thymiques. Contrairement à l’avis

de Poussier P. sur la thymo-indépendance des IELs (Poussier and Julius, 1994), leur

génération est considérée comme étant fortement influencée par la présence du

thymus. En effet les souris nude et les souris néonatales thymectomisées montrent une

réduction importante du nombre des IELs dans l’intestin (Lefrancois, 1991; Guy

Grand and Vassalli, 2002).

L’analyse des souris nude et des souris thymectomisées à la naissance a permis

d’identifier une voie de différentiation extrathymique dans les ganglions

mésentériques et une autre voie de moindre importance dans les plaques de payer

(Guy-Grand et al., 2003). Cette voie contient des cellules DN, DP et SP, avec des

proportions plus faibles concernant les cellules DP (1%) et SP, en comparaison avec

les proportions thymiques.

Plusieurs études ont rapporté que la sélection négative des cellules T

extrathymiques par les antigènes du soi, est incomplète (Hodes et al., 1989; Murosaki

et al., 1991; Kawachi et al., 1995). Les cellules T CD$Œa sont donc ignorées et cela

pour plusieurs raisons qui peuvent être liées d’une part au niveau d’expression

intermédiaire du TCR, et d’autre part à l’homodimère cct des antigènes CDX, ou

encore à l’absence d’expression des corécepteurs CD4 et CDX sur certaines sous-

populations (Abo, 200 lb). Une autre possibilité est que l’environnement

extrathymique est un milieu inadéquat pour la sélection négative. Alors qtie les

cellules T intrathymique sont éliminées par les antigènes du soi, les cellules T

extrathymiques ne le sont pas. Ceci a été démontré avec des souris TCR transgéniques

spécifiques pour les peptides antigéniques mâle H-Y (Dans le thymus, ces cellules T

sont sélectionnées positivement chez la femelle sur fond H2Db et négativement chez

le mâle (Kisielow et al., 198$)). Dans ces souris, les cellules T extrathymiques de

l’intestin ne sont pas éliminées en présence de l’antigène H-Y. Par contre,

contrairement au thymus, la sélection positive extrathymique semble nécessiter les

antigènes du soi pour son efficacité. Ceci a été démonté avec les études de B. Rocha
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(Rocha et al., 1992) et H. Yamada (Yamada et al., 199$) où les cellules T

extrathymiques 1CR H-Y ne sont sélectionnées positivement que chez le mâle

(présence du peptide H-Y). Par conséquent, l’ensemble de ces études démontre que la

sélection extrahymique est ; soit inefficace ou alors elle suit des mécanismes différents

de ceux de la sélection intrathymique.

4.1. L’oncostatin M et le développement

extrathymique des cellules T

La différentiation extrathymique peut aussi être induite (souvent de façon

inattendue) dans des modèles expérimentaux murins. Ceci est le cas à la suite de

l’expression constitutive du gène homéobox HLx dans les lymphocytes (apparition de

cellules DP thymodépendants dans les ganglions lymphatiques et la rate) (Allen et al.,

1995), la surexpression de l’oncostatin M (0M) (Clegg et al., 1996; Boileau et al.,

2000) et celle du facteur inhibiteur de leucémie (LIF) (Shen et al., 1994). En sachant

que la souris LIF transgénique possède le même phénotype que la souris 0M

transgénique, nous nous sommes intéressés particulièrement à cette dernière (modèle

utilisé dans mes travaux de thèse).

L’OM est une cytokine pléïotropique faisant partie de la famille de 1’IL-6

incluant: IL-6, 0M, LIF, IL-11, CNTF et CT-1. Découverte en 1986, l’OM est une

glycoprotéine de 2$ kDa qui a la capacité d’inhiber la prolifération de plusieurs

lignées de cellules cancéreuses et de stimuler la croissance de fibroblastes normaux

(Zarling et al., 1986). L’ARNm de l’OM a été détecté dans diverses cellules, incluant

les cellules T activées, les cellules endothéliales, les hépatocytes, les macrophages et

la région AGM (aorta-gonad-rnesenephros) embryonnaire (site du développement

hématopoïétique primaire). De plus l’OM est aussi induite dans les cellules

lymphoïdes et myéloïdes lorsque ces cellules sont stimulées avec du GM-CSF, IL-3 ou

IL-2.

Cette cytokine à donc une variété de fonctions communes avec les autres

membres de la famille de l’IL-6 (Malik et al., 1989), incluant des effets sur les tissus

hématopoïétiques, hépatocytes, neurones et un rôle dans l’inflammation. Les
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principaux effets de l’OM sont: l’induction de la prolifération et de la différentiation

des cellules endothéliales vasculaires (Wijelath et al., 1997); 1 ‘expansion des

progéniteurs hérnatopoïétiques pluripotents dans la région AGM (Mukouyama et al.,

199$); le maintien de la capacité d’auto renouvellement des cellules souches

embryonnaires (Rose et al., 1994); l’homéostasie des progéniteurs hématopoïétiques

(Broxmeyer et al., 2002); l’augmentation de l’expression des molécules d’adhésions

incluant TIMP-1, ICAM-l et VCAM-1; l’augmentation de la prolifération et de la

différentiation des cellules T (Clegg et al., 1996); une action anti-inflammatoire avec

réparation des dommages tissulaires dans le cas de l’arthrite rhumatoïdes et la sclérose

en plaque (Wallace et al., 1999). Le niveau d’ARNrn de l’OM dans le thymus

augmente avec l’âge et est associé à l’atrophie thymique chez la souris et l’humain

(Sempowski et al., 2000).

La particularité de l’OM est qu’il se fixe sur un récepteur composé de la chaîne

gpl3O, une sous unité de transduction de signal commune aux cytokines de la famille

de l’IL-6 (LTF, IL-1 1, CNTF, IL-6). Les récepteurs pour ces cytokines contiennent la

sous unité spécifique du ligand (sous unité Œ) mais partagent une chaîne f3 commune

qui est la chaîne gpl3O. De façon surprenante la chaîne a de l’OM est la gpl3O,

associée à une chaîne f3 nécessaire pour une signalisation efficace. Deux complexes

récepteurs différents peuvent transmettre la signalisation via l’OM. Le premier

complexe est composé de la chaîne gpl3O et de la chaîne LTfRf3 (gpl3O/LIFRf3).

L’OM se fixe avec une faible affinité sur ce complexe, contrairement au deuxième

complexe où la chaîne LIFRf3 est remplacée par l’OMRf3 (gpl3O/OMRf3). En terme

d’acide aminé, l’OM humain (OMh) et bovin (0Mb) n’ont que 4$% et 42%

d’homologie respectivement, avec l’OM murin (OMm). Par conséquent, l’OMh et

l’OMb semblent incapables de se fixer au récepteur murin, ce qui suggère que leur

action est médiée via le LIFR murin (Lindberg et al., 199$; Ichihara et al., 1997). De

plus l’OMh et LIF ont un gène ancestral commun et des similitudes au niveau de la

séquence protéique supposément importantes pour la fixation au récepteur (Jeffery et

al., 1993). La fixation de l’OM sur la gpl3O active la voie JAK-STAT ou induit la

phosphorylation et l’activation de la voie Shc, Gab-1, Grb2, SOS, MAPK et Ras

(Korzus et al., 1997; Fukada et al., 1998; Fukada et al., 1996; Boulton et al., 1995;
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Auguste et al., 1997). La signalisation via la gpl3O, peut activer STAT3 et STAT5

(Yoshimura et al., 1996; Boulton et al., 1995; Auguste et al., 1997). Dans certaines

lignées STAT3 est nécessaire à l’induction de la prolifération via la gpl3O et empêche

l’apoptose. Elle permet la progression du cycle cellulaire (stade Gi vers S) par la

suppression des inhibiteurs des cyclines dépendantes des kinases p21 et p27 et par

l’activation des cyclines D, cyclines A et cdc25A (Fukada et al., 1998; Fukada et al.,

1996).

4.1.1. La souris LckOM

La souris LckOM a été générée en 1996 à linstitut pharmaceutique Bristol

Myers Squibb à Seattie. Cette souris surexprime l’OMb sous le promoteur proximal

p56’ régulé spécifiquement au niveau des lymphocytes T, d’où le nom de la souris

“LckOM”. Inopinément, l’OM induit une accumulation massive de lymphocytes T et

un développement extrathymique au niveau des ganglions lymphatiques, et de façon

plus importante dans les ganglions mésentériques. En outre, aucun développement

n’est observé au niveau de la rate, de la moelle, de l’intestin et du foie (Clegg et al.,

1996; Boileau et aI., 2000). Cette différentiation extrathyrnique est complètement

indépendante du thymus comme le démontrent les études dans les souris nude (Clegg

et al., 1996) et les souris thymectomisées (Boileau et al., 2000). On peut ainsi, induire

un développement T extrathymique par des injections répétées d’OM sur plusieurs

semaines dans des souris athymiques. D’autres études ont souligné la nécessité de

l’IL-7R mais non pas de l’IL-6 pour l’induction du développement induit par l’OM.

Ceci a été démontré à la suite du croisement de la souris LckOM avec des souris IL

7R et IL-6’ (Clegg et al., 1999). À l’inverse des lymphocytes T retrouvés dans le

foie, l’intestin et les ganglions lymphatiques normaux, la proportion des cellules T

DN, DP et SP ainsi que le ratio CD4/CD$ dans les ganglions lymphatiques OM sont

comparables à ceux du thymus. De plus le répertoire TCR Vf3 est aussi diversifié que

celui des cellules T thymiques (Clegg et al., 1996; Boileau et al., 2000). Ces cellules T

extrathymiques sont CD8ŒF3 et non pas CD$ŒŒ contrairement aux IEL des intestins.
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Le phénotype des cellules DP extrathymiques est donc
+ + + b +Thyl CD4 CD8Œf3 CD3 HSA . Une fois que ces cellules T sont matures, elles

acquièrent, en majorité, un phénotype mérnoire/activé: CD44luCD45RBb0CD62b0IL2R

pbo pour les cellules CD4 et CD44CD45RBhCD62hhhIL2Rl3hh1 pour les CD8. Ceci

suggère une activation préalable de ces cellules par des antigènes non déterminés

(Boileau et al., 2000).

L’OM induit une angiogenèse des “High endothelial venule” (HEV) qui est

COX-2 dépendante dans les ganglions lymphatiques de la souris LckOM. Ceci

pourrait expliquer les mécanismes d’action de l’OM pour permettre le développement

extrathymique (Louis et al., 2003). Les études d’immunohistochirnie ont démontré une

absence de cellules épithéliales et une absence d’une ségrégation cortico-médullaire
+ .dans les ganglions lymphatiques 0M (Louis et al., 200).

Ainsi, ce modèle de souris LckOM dans lequel on observe un développement

extrathyrnique des cellules T ressemblant (au moins en terme de proportions de sous-

populations T) au développement thymique, représente un outil unique pour l’étude de

la différentiation des cellules T dans un environnement complètement différent de

l’environnement thymique. Ce microenvironnement 0M nous permettra d’étudier les

mécanismes de différentiation extrathymique et de déceler les éléments nécessaires et

suffisants pour la différentiation des cellules T, en sachant bien sûr que les ganglions

lymphatiques sont dépourvus de deux éléments caractérisant le thymus des cellules

épithéliales et une ségrégation cortico-médullaire.

5. OBJECTIFS DE CETTE THÈSE

A. Étude des étapes précoces du développement extrathymique

Quels sont les signaux nécessaires et suffisants, transmis par le stroma

thymiques permettant le développement T?

Pour répondre à cette question nous avons tiré profit de deux modèles très

intéressants : 1) La découverte d’une voie de différentiation extrathymique dans les
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ganglions lymphatiques de souris sous l’effet de 0M ou LIF. 2) Le développement

d’un modèle de culture in vitro sur une monocouche strornale (0P9-DLI), permettant

une différentiation des lymphocytes T en absence d’une organisation thymique

tridimensionnelle (Schrnitt and Zuniga-Pflucker, 2002).

Comme les ganglions lymphatiques ne partagent pas tous les attributs du

thymus, et que sous l’effet de l’OM, ils se transforment en un organe lymphoïde

primaire capable de supporter les étapes précoces du développement T, deux questions

s’imposent

1. Pourquoi les ganglions lymphatiques normaux ne sont-ils pas

capables de supporter les étapes précoces de la différentiation

des cellules T ?

2. Comment l’OM peut-il pallier à cette incapacité et transformer

un organe lymphoïde secondaire en un organe lymphoïde

primaire ?

Répondre à ces questions, nous permettra de comprendre l’essence même d’un

organe lymphoïde primaire, i.e. comment la nature des cellules stromales (thymiques

vs. ganglionnaires) régulent les étapes précoces du développement des cellules T.

B. Étude des étapes tardives du développement extrathymique

En absence d’une organisation histologique comparable à celle du thymus,

deux questions sont soulevées concernant les étapes de différentiation TCR

dépendante

1. En absence de cellules épithéliales corticales et d’une

ségrégation cortico-médullaire, quelles sont les cellules

responsables de la sélection positive dans les ganglions

lymphatiques?
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2. Est ce que les mécanismes de sélection positive et négative

extrathymiques sont les mêmes que ceux du thymus?

Le ganglion lymphatique OM est à la fois un organe primaire et secondaire.

Cette caractéristique nous permettra d’évaluer jusqu’à quel point la séparation

physique d’un organe primaire et secondaire peut influencer le développement des

cellules T ainsi que leur homéostasie.

À partir de là, peut-être pourrions-nous comprendre en partie les raisons

qui font du thymus l’organe unique capable de supporter la différentiation des

cellules I.



j

RÉSULTATS

RE$ULTS



37

ARTICLE # 1

T celi generation by lympli node resident progenitor ceils

12.3 12.3 4 2Rafik Terra , Isabelle Louis ‘ , Richard Le Blanc , Sophie Ouellet

Juan Carlos Zifiiga-Pftticker5 & Claude Perreault”2’6

1lnstitute of Research in Irnmunology and Cancer, University of Montreal, Montreal,

Quebec, Canada H3C 3J7

2Guy-Bernier Research Center, Maisonneuve-Rosemont Hospital, Montreal, Quebec,

Canada HiT 2M4

4Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke, fleurirnont, Quebec, Canada JÏH

5N4

5Departrnent of Irnrnunology, Sunnybrook and Wornen’s College Health Sciences

Centre, University of Toronto, Toronto, Ontario, Canada M4N 3M5

3R.T. and IL. contributed equally to this work

Blooa 2005 (in press)



n
j

ARTICLE # 2

Thymic and extrathymic T ccli development pathways follow

different rules

Rafik Terra*, Nathalie Labrecque*, and Claude Perreault*

*GuyBernier Research Center, Maisonneuve-Rosernont Hospital

Montreal, Quebec, Canada HiT 2M4

The Journal ofImrnunoÏogy, 2002, 169: 684-692



39

RESULTATS ADDITIONNELS

TRECs quantification to assess the T ceils prolïferation state

In our study, T ceil development in the thymus and the OM LN appeared to
be similar: they proceed through DN as weil as DP stages and the end resuit is a
functional $P progeny. However, we found notable differences between thymic and
extrathymic T ceils: 1) the phenotype, turnover and behavior of $P thymie vs.
extrathymic T ceils are different (Boileau et al., 2000; Terra et al., 2002; Biais et al.,
2004). Extrathymic S? T celis undergo hyperactive homeostatic proliferation 2) in
collaboration with G. Dulude and R.?. $ékaly, we recentiy found that, though they
were similar at the D? stage, proportions of DJ and SJ TRECs were considerably
decreased in extrathyrnic S? T ceils relative to thymus derived SP T ceif s (Figure lA,
B). This begs the question of the efficacy of the DP—>SP transition in extrathyrnic T
celis (i.e., the number of SP T ceils produced by DP ceils per unit of time). Indeed,
low TREC levels mean deficient production of new SP T cells and/or dilution due to
increased T celi proliferation (Sodora et al., 2002; Douek et al., 2001; Hazenberg et
al., 2000a).

Major finding: Proportions of SJ and DJ TRECs were considerably decreased in
extrathymic SP T cells compared to intrathymic SP T cells. These low TRECs levels
mean deficient production of new T ceils and/or dilution due to increased T ceil
proliferation in the OM Lyrnph Node and OM spleen.
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Figure 1. Quantification of SJ and DJ TRECs within extrathymic vs. intrathymic

T celis.

6Rec-PJŒ Signal-joint (SI) (A) and D(3(Jf32.1- 1(32.7) (DJ) (B) TRECs were

quantified in sorted CD$, CD4 and DP (CD4CD$) T ceils isolated from B6

thymus, LckOM Lymph Node and spleen (B6 and LckOM). Stained and sorted celis

were lysed in proteinase K, and then real-tirne quantitative PCR was performed. The

resuits represent the absolute number of SJ and Df3Jf3 TCR excision circles per iO

ceils. Results are from one of three independent experiments perforrned with similar

resuits. * not done
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DISCUSSION

1. Étapes précoces du développement T extrathymique

Le but des travaux effectués sur les étapes précoces de différentiation des

cellules T dans les ganglions lymphatiques OM, était de comprendre comment la

nature des cellules strornales régule les étapes cruciales du développement précoce des

lymphocytes T. Ce point a été abordé en répondant aux questions suivantes 1) quelle

est la nature des progéniteurs qui colonisent les ganglions lymphatiques ? 2) Est ce

que le stroma ganglionnaire est capable de transmettre les signaux nécessaires, d’une

part à l’engagement vers la lignée T et d’autre part à la survie et la prolifération de ces

précurseurs lymphoïdes ? 3) Comment l’OM arrive à amplifier ou à débloquer le

développement extrathymique au niveau des ganglions lymphatiques?

1.1. Nature des précurseurs qui colonisent les ganglions

lymphatiques:

Plusieurs travaux ont tenté d’identifier les progéniteurs précoces des cellules T

dans la moelle, le sang et le thymus (Goldsclrneider et al., 1986; Scollay et al., 1986;

Kondo et al., 1997; Allman et al., 2003; Schwarz and Bhandoola, 2004; Martin et al.,

2003). Néanmoins, la tendance était d’assumer que les cellules T et B produites dans

le thymus et dans la moelle osseuse respectivement possèdent des progéniteurs

lymphoïdes communs appelés CLP, et cela, même si l’existence des CLP dans le

thymus et dans le sang n’avait jamais été confirmée. Tout récemment, Allrnan et al.

ont réussi à démontrer que les précurseurs précoces des cellules T retrouvés dans le

thymus ne sont ni des CLP ni ne proviennent des CLP présents dans la M.O. (Allrnan

et al., 2003). Ces résultats nient donc l’implication des CLP dans la génération des

cellules T et proposent de façon convaincante l’existence d’une nouvelle population de

progéniteurs dans la M.O., plus immature que les CLP, appelée LSK. Cette population

serait liée directement au H$C et est à l’origine des ETP (CKithh1 IL-7RcC) présents
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dans le thymus (Allrnan et al., 2003). Martin et al. ont ensuite mis en évidence de

façon atissi convaincante (sans rejeter les résultats d’Allman) la présence d’une

population CLP-2 (c-KiflL-7Ra) dans le thymus contenant des précurseurs pour les

cellules T et B (Martin et al.. 2003). Si l’on considère la présence de ces detix

populations (ETP et CLP) dans le thymus, quel est donc le lien entre elles? Et s’il n’y

a aucun lien entre ces deux types de progéniteurs, est-ce que l’une ou l’autre de ces

deux populations est capable de générer des cellules T de façon indépendante ?

Dans notre étude, nous avons démontré que le développement extrathyrnique

des cellules T se produit en absence de ETP, puisque cette population est absente dans

les ganglions lymphatiques normaux et OM. Ces résultats suggèrent que les

progéniteurs identifiées dans les ganglions lymphatiques OM ayant un phénotype

CLP (cKitb0 IL-7Ra) sont capables de générer in vivo des cellules T en absence de

ETP (du moins dans un contexte OM). Par contre, l’inaptitude des ganglion normaux

à générer des cellules T est due soit à leur incapacité d’attirer des précurseurs ETP (si

on ne se base que sur les résultats d’Allman et al.), soit à l’incapacité de leur stroma à

transmettre le signal nécessaire pour l’augmentation du niveau d’expression de c-Kit,

pour différencier les cKitI0IL7RŒ+ en c-Kit’’ IL-7Rc(. Ceci est envisageable si on

considère que les ETP proviennent des CLP. D’ailLeurs, avec des expériences

d’injection i.v. de la population CLP-2, Martin et al. ont permis d’identifier une

population intermédiaire c-Kit entre les CLP-2 (c-KitJL-7Raj et les cellules T

(Martin et al., 2003).

Néanmoins, malgré l’absence de ETP, nos résultats démontrent que les

ganglions lymphatiques ne sont pas déficients en progéniteurs lymphoïdes. Les

cellules cKitI0IL7RŒ± sont abondantes dans les ganglions normaux et encore plus

dans les ganglions OM en comparaison avec le thymus. Aucune augmentation de la

proportion des CLP n’a été observée dans la M.O. OM (résultats non montrés).

Contrairement au groupe de Bhandoola (Schwarz and Bhandoola, 2004) nous avons

pu identifier une population CLP (Lin cKitb0Sca y IOIL..7RŒ+) dans le sang. La même

population a été mise en évidence dans le sang par le groupe de Petrie (poster

congrès). On peut attribuer cette différence dans les résultats aux différents marqueurs

utilisés pour identifier ce type de progéniteurs. Les résultats préliminaires dans notre
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laboratoire montrent aussi une augmentation de la proportion de ces progéniteurs dans

le sang 0M. Ces résultats suggèrent que la surexpression de 0M induit une

accumulation de la population Li;ï cKitI0Scalb0IL7Ra+ dans le sang et les ganglions

lymphatiques mais pas dans la M.0., suite à un effet direct sur les progéniteurs. Cet

effet localisé de l’OM pourrait s’expliquer par la nature du promoteur qui contrôle sa

surexpression (promoteur régulé seulement dans les cellules T qui circulent

continuellement dans les ganglions lymphatiques et dans la circulation sanguine mais

qui sont en faible nombre dans la M.0.). Un effet indirect de l’OM sur l’induction du

développement extrathymique, est aussi envisageable. En effet, l’OM induit la

prolifération des HEV dans les ganglions lymphatiques (Louis et al., 2003), ce qui

pourrait expliquer l’accumulation massive des cellules LincKitI0ScalI0IL7RŒ+ dans

ces derniers. Cette accumulation serait due à l’expression d’un ligand unique au

niveau des HEV, encore inconnu, et qui serait important pour l’attraction de ces

progéniteurs.

1.2. Présence de sous-populations DN engagées vers la lignée T dans

les ganglions lymphatiques

L’étude de Guy-Grand a identifié un développement extrathymique dans les

ganglions mésentériques des souris nude et des souris néonatales thymectomisées à la

différence des souris normales (euthymiques) (Guy-Grand et al., 2003). Pour expliquer

l’inhibition du développement extrathymique et l’absence de sous-populations DN et

DP dans les ganglions mésentériques d’une souris normale, Guy-Grand et al. ont

proposé une compétition des progéniteurs extrathymiques avec les cellules T

classiques pour certaines cytokines indispensables à leur survie et à leur prolifération

(Guy-Grand et al., 2003). Notre analyse dans les ganglions mésentériques normaux a

révélé la présence de trois sous-populations : a) la sous-population DNÏ qui contient

les progéniteurs lymphoïdes (cKitI0IL7RŒj que l’on retrouve aussi dans le thymus

et dans les ganglions 0M, b) l’apparition d’une nouvelle sous-population transitoire

entre les DN1 et les DN2 qu’on a appelé pré-DN2. Cette dernière témoigne d’un
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blocage dans la transition DN1 vers DN2 puisqu’il y a absence des sous-populations

DN2 et DN3 dans les ganglions normaux. c) Et. de façon surprenante, la présence

d’une sous-population DN4.

Les sous-populations DN1 et pré-DN2 des ganglions normaux montrent des

signes d’engagement vers la lignée T au niveau de l’ARNrn. De plus, une proportion

(20%) des DN4 ‘illégitirnes” montrent aussi des signes d’engagement vers la lignée

T. En effet, le modèle de différentiation in vitro (0P9-DL 1) a permis de démontrer

que les DN4 sont capables de générer des cellules DP et SP TCRŒ après seulement

7 jours de culture. Ces résultats démontrent qu’on peut retrouver des cellules ayant un

potentiel de différentiation vers la lignée T dans les ganglions lymphatiques normaux.

L’équipe de Guy-Grand a identifié ces cellules seulement dans le cas où il y a absence

de cellules T d’origine thymique. Cette différence dans les résultats peut s’expliquer

par le modèle et la méthodologie utilisée par Guy-Grand et al., qui identifient

seulement les cellules GfPhh1 (sous le contrôle du promoteur Rag-2). Ainsi, les cellules

qui expriment la GFP à des niveaux très faibles peuvent ne pas être détectables par

cytornétrie en flux ou par immunohistochimie. De plus, par RT-PCR nous avons pu

identifier, dans les cellules “CLP-like” des ganglions normaux, plusieurs gènes

spécifiques de la lignée T en plus du gène Rag, tel que le facteur de transcription HES

1, DeÏtexl, la chaîne y et CD3a L’analyse par cytométrie en flux des sous-populations

DN dans l’étude de Guy-Grand et al., ne permet de visualiser la sous-population DN4

ni dans les ganglions mésentériques ni dans le thymus. La présence des DN4 est

incontournable dans un thymus et cela malgré l’ajout de l’anticorps anti CD3c dans le

cocktail d’élimination des cellules matures (argument d’absence des DN4 avancée par

Guy-Grand et al.) (Guy-Grand et al., 2003). Ces résultats avec l’argument avancé ci

dessus, utilisant le modèle 0P9-DL1. nous ont ainsi permis de confirmer le potentiel T

des progéniteurs lymphoïdes présents dans les ganglions lymphatiques.

Les DN4 présents dans les ganglions mésentériques normaux sont différents

des DN4 thymiques et de ceux provenant des ganglions mésentériques OM. Ils

subissent un arrêt du cycle cellulaire en phase G110, 80% de ces cellules n’expriment

pas le TCRI3, l’ARNm du préTŒ n’est pas détectable et le niveau d’ARNm des gène

Rag-1 et HES-] est plus faible que dans le thymus et les ganglions mésentériques
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OM. Ces DN4 “illégitirnes’ peuvent être issus soit de rares DN3 indétectables par

cytornétrie en flux, soit directement à partir des DN1. D’ailleurs, l’existence des DN4

en absence de DN2 et de DN3 est un phénomène tout a fait possible dans le thymus

dès qu’il y a altération de la trame épithéliale thymique ou en absence d’un signal de

survie, comme c’est le cas dans les souris mutées dans le domaine N-terminal pour

Foxnl et dans les souris c-kit déficientes (Vickid) (Su et al., 2003; Waskow et al..

2002).

Dans notre modèle de souris LckOM, l’OM semble jouer un rôle significatif

dans la voie de différentiation extrathyrnique. Les souris LckoM présentent une

hypoplasie thymique qui peut effectivement contribuer au développement des cellules

T dans les ganglions mésentériques comme dans le cas des souris nude ou des souris

thymectornisées (Guy-Grand et al., 2003). Néanmoins, cette différentiation demeure à

un niveau très faible dans les souris nude en comparaison au thymus wt et aux

ganglions OM; 1% de cellules D? dans les ganglions mésentériques des souris nude

vs. 80% dans les souris LckOM. Ainsi, l’OM semble contribuer fortement, en

débloquant ou en amplifiant d’avantage cette voie de différentiation.

Malgré l’apparition des sous-populations DN2 et DN3 dans les ganglions

OM, on peut noter que la population pré-DN2. qui témoigne du blocage dans les

ganglions normaux, et toujours présente. Ceci suggère que le blocage dans la

transition DNI vers DN2 n’est que partiellement corrigé par l’OM. Cependant ce

déblocage partiel a permis Ï) l’apparition des sous-populations DN2 et DN3

identiques à celles du thymus, 2) un rétablissement du cycle cellulaire (de 0% à 20%)

et du niveau d’expression de la chafne TCR3 intracellulaire (de 19% à 46.5%) au sein

de la population DN4. Cette amélioration partielle, en comparaison avec les cellules

DN4 thymiques, est tout de même suffisante pour générer des cellules DP identiques

aux cellules D? thymiques (CD4+CD$+HSA+CD3I0CD69CD5±) (Terra et al., 2002).

1.3. Stroma ganglionnaire vs. stroma thymique

Certains modèles de souris déficientes, (souris nude ‘pas de trame

épithéliales’’, souris FoxnÏA ‘‘CET bloquées au stade de progéniteurs’’, souris
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Vickid ‘signal de survie c-Kit absent”) (Su et al., 2003; Waskow et al.. 2002; Guy

Grand et al., 2003), montrent un profil de cellules DN (CD44/CD25) semblable à celui

des ganglions mésentériques normaux. Le point commun entre ces souris est une

déficience d’un ou de plusieurs signaux transmis spécifiquement par les cellules

épithéliales thymiques qui seraient importants pour la survie et la prolifération des

progéniteurs lymphoïdes. Une colTélation simple entre les ganglions mésentériques

normaux et ces souris nous a permis d’émettre l’hypothèse suivante étant donné que

l’absence de cellules épithéliales dans les ganglions mésentériques a été démontrée par

immunohistochimie dans notre laboratoire (Louis et al., 2003), l’hypothèse proposée

est donc un déficit en signaux de survie et de prolifération transmis par ces cellules

épithéliales. Les expériences in vivo d’incorporation de BrdU et 7AAD ont démontré

un alTêt du cycle cellulaire des sous-populations DN (DN 1, pré-DN2 et DN4) dans les

ganglions mésentériques. Cet arrêt de prolifération corrèle avec une proportion de

cellules apoptotiques plus élevée par rapport au thymus et aux ganglions

mésentériques OM. Ces résultats renforcent notre hypothèse et témoignent de

l’incapacité dti strorna ganglionnaire (en absence de cellules épithéliales) à transmettre

un ou des signaux nécessaires à la survie et la prolifération des précurseurs T. Le

stroma ganglionnaire serait donc incapable d’assurer la survie et la différentiation des

précurseurs de cellules T. Quelle est la donc la nature de ces signaux ?

1.3.1. Déficit du stroma ganglionnaire en signalisation Wnt

L’accumulation de la sous-population pré-DN2, l’arrêt du cycle cellulaire et le

niveau plus élevé d’apopotose nous ont amené à comparer le stroma des ganglions

mésentériques au strorna thymique. Nous avons donc mesuré par Real time RTPCR

les niveaux d’ARNm des gènes importants, pour l’engagement des précurseurs

lymphoïdes vers la lignée T (ligands Delta-like du récepteur Notch-l) (Harman et al.,

2003; Radtke et al., 2004) ainsi que pour la survie et la prolifération des thymocytes,

plus précisément la transition DN1 vers DN2 (IL-7, ligand kit et les protéines Wnt)

(Akashi et al., 1998; Agosti et al., 2004; Staal et al., 2004; Staal et al., 2001). De la

même manière nous nous somme intéressés aux signaux importants pour la
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prolifération des DN4 incluant les signaux Wnt et le signal via le pré-TCR (Borowski
et al., 2004; Chi et al., 2003; Schiiham et al., 1998; Xu et al., 2003; Michie and
Zuniga-Pflucker, 2002). Ceci a été effectué au niveau des trois organes (Thymus.
ganglions normaux et ganglions OM). Nos résultats démontrent que tous les ligands

sont présents (au niveau des transcrits) dans le stroma ganglionnaire au même niveau

que le stroma thymique sauf pour deux ligands, Wnt4 et Wnt7b, exprimés seulement

dans le thymus. Ceci suggère que 1) Le stroma ganglionnaire est capable de

transmettre les signaux d’engagement vers la lignée T, ceci ayant aussi été démontré

au niveau des progéniteurs par RTPCR pour le signal HES-1 et Deltex (cibles

transcriptionnelles de Notch- 1), et les signaux de survie et prolifération via IL-7R et e-

Kit, 2) La présence de Wnt4 et Wn7b dans le thymus et leur absence dans les

ganglions lymphatiques suggèrent un déficit de la signalisation Wnt dans les ganglions

mésentériques, qui serait responsable du blocage dans le développement T. Ce blocage

ne semble pas être compensé par la présence des protéines Wntl, Wnt7a, Wntl Oa et

Wnt lOb au niveau du stroma ganglionnaire, 3) La différentiation des cellules T dans

les ganglions OM n’est due ni à un rétablissement du niveau d’expression des

protéines Wnt déficientes dans les ganglions normaux (Wnt4 et Wnt7) ni à une

augmentation sous l’effet de l’OM (du moins au niveau de l’ARNm) des autres gènes

Wnts déjà présents.

Le blocage DNI vers DN2 et l’arrêt du cycle cellulaire au stade DN4 notés

dans les ganglions lymphatiques normaux, pourraient être les conséquences de cette

déficience. Effectivement, il existe des modèles de souris déficientes en signalisation

Wnt: les souris TCFF’etBrg-déficiente montrent un déficit dans le cycle cellulaire de

la sous-population DN4 (Chi et al., 2003; Schiiham et al., 199$). Les souris TCF-l’

présentent aussi un blocage dans la transition vers la sous-population DN2 avec un

arrêt du cycle cellulaire et une accumulation des cellules DN1 (Schilham et al., 199$).

L’accumulation de la sous-population pré-DN2 a aussi été observée dans des souris

déficientes pour la Rho GTPase et Gfil (signalisation via c-Kit) (Costello et al., 2000;

Yucel et al., 2003). Toutes ces molécules ont un point en commun leur implication

dans la voie de signalisation Wnt (Habas et al., 2001; Barker et al., 2001; Staal and

Clevers, 2003).
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Avant d’incriminer le blocage de la différentiation T au stroma ganglionnaire,

il est inévitable de se poser la question sur la capacité des progéniteurs cKitb0IL7Ra+

(seul type de progéniteurs présent dans les ganglions mésentériques) à se différencier

en cellules T. Les CLP (cKitb0IL7Ra+) de la M.O. sont capables, à la suite d’injection

iv. ou intrathyrnique, de générer des cellules DP et SP dans le thymus au bout de 2

semaines (Aliman et al., 2003; Kondo et al., 1997; Allman et al., 2002b). La seule

différence entre les CLP de la M.O. et les ETP concerne la cinétique de différentiation,

reflétée par une disparition graduelle des cellules DP générées par les CLPs qui est

beaucoup plus rapide en comparaison avec celle des ETPs (Allrnan et al., 2003). Par

contre, les études avec les progéniteurs thymiques ne sont pas concluantes. L’injection

intrathymique et iv. des progéniteurs thymiques ayant un phénotype ressemblant aux

CLP n’a pas permis de générer des cellules DP et SP dans le thymus, contrairement au

CLP de la M.O (Aliman et al., 2003; Ponitt et al., 2004). Il est difficile de conclure à

partir de ces études, sur la capacité de différentiation des cellules cKitl0IL7RŒ+

thymiques. La raison est que la population utilisée est soit un mélange entre des c-kif
•Io •-IIo + . . •Ioet c-kit (c-Kit IL-7Ra ) (AIlman et aI., 2003), soit que la population c-Kit tnee

n’exprime pas CD 127 (IL-7RŒ) (Ponitt et al., 2004), ce qui n’est pas le cas des CLP

de la M.O. et des cKitb0 thymiques (c_Kitl0IL_7RŒ+) utilisés dans notre étude (Ailman

et al., 2003) (Articlel. figurel). De plus, contrairement à notre étude sur les cellules
b +0P9 in vitro, utilisant les cellules c-Kit IL-7Ra (Article 1. figure 6A), les

progéniteurs cKitb0IL7Rc( ont un faible potentiel de différentiation en cellules B

avec le même modèle d’expérience (Porritt et al., 2004). Donc, nous avons décidé

d’étudier le potentiel de différentiation des progéniteurs c_KitI0IL_7RŒ+ thymiques, sur

des cellules 0P9 (potentiel de différentiation en cellules B) et 0P9-DL1 (potentiel de

différentiation en cellules T). Les résultats démontrent que les cellules cKitI0IL7Ra+

provenant des trois organes (thymus, ganglions mésentériques normaux et OMj

ressemblent aux CLP de la M.O., puisqu’elles génèrent des cellules CDl9 et ont une

capacité d’expansion faible en comparaison avec les cellules cKithhuIL7Rc( identifiées

comme des ETP par Aliman et al. (Ailman et al., 2003; Poiritt et al., 2004) (Article 1.

f igure 6B). Sur les cellules 0P9-DLÏ, les progéniteurs CKitI0IL7RŒ+ sont bloqués au



51

stade DN3 et ne génèrent pas de cellules DP et SP. Les souris surexprimant l’OM ou

LIF (agissant via le LIfR) (Shen et al., 1994; Clegg et al., 1996; Boileau et al., 2000)

sont le seul modèle in vivo qui démontre une différentiation des cellules T en absence

de progéniteurs c-KitIL-7RcC et en présence seulement de cKitI0IL7RŒ+. Donc les

progéniteurs “CLP-like” nécessiteraient un ou plusieurs signaux importants, qui

seraient absents in vivo dans les ganglions normaux et in vitro sur le stroma 0P9-DLY.

Ce déficit semble être compensé dans les souris transgéniques pour LIF et 0M.

Cependant, la question qui demeure est-ce que les progéniteurs cKit0IL7Ra+

génèrent des cellules T dans le thymus ou pas ?

Plusieurs raisons peuvent expliquer l’incapacité des cellules c_Kitb0IL_7R+ à

générer des cellules T dans notre modèle d’étude in vitro 1) les cKitI0IL7RŒ+ sont

incapables de se différencier en cellules T quelque soit le microenvironnement dans

lequel ils se développent (Thymus ou ganglions lymphatiques). Cette hypothèse est

peu probable du fait que la différentiation de ces progéniteurs en cellules T, est

observée dans la souris LckOM 2) une fois les cellules cKitI0IL7RŒ+ extraites de leur

microenvironnement thymique, elles perdent le signal Wnt4 et/ou Wnt7b transmis

exclusivement par le stroma thymique. Sur les cellules 0P9-DL1, ces signaux Wnt

sont soit absents (Wnt7b), soit exprimés très faiblement (Wnt4).

Pour évaluer l’hypothèse du déficit de la signalisation Wnt dans les ganglions

mésentériques, nous avons effectué des études de Real Time RTPCR sur les gènes

impliqués en même temps, dans le développement T et dans la signalisation Wnt. Les

résultats confirment un déficit dans cette voie de signalisation (Wnt) au niveau des

cellules DNÏ et DN4 (Article 1. Figure5A, E). Ces deux sous-populations ont été

décrites comme étant une cible de la signalisation Wnt par l’arrêt du cycle cellulaire

dans les souris TCFF’ et Brg-déficiente (Chi et al., 2003; Schilharn et al., 199$). Nous

avons donc apporté une évidence supplémentaire sur le rôle potentiel de la voie de

signalisation Wnt dans le développement T, en agissant spécifiquement sur les sous

populations DN1 et DN4.

Ensuite, nous avons cherché à déterminer si le gain de fonction dans les

ganglions lymphatique était dû à un effet direct de l’OM sur les sous-populations DN.

Nous avons en premier lieu démontré un rétablissement du cycle cellulaire au niveau
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des sous- populations DN 1, pré-DN2 et DN4 dans les ganglions OM. Étant donné

que l’OMb agit seulement via le LIfR (Malik et al., 1989; Lindberg et al., 1998; Shen

et al., 1994), la signalisation via ce récepteur devrait être la cause de ce gain de

fonction. Les progéniteurs cKitb0 et la sous-population DN1 expriment le récepteur

LIFR (résultats non montrés). En effet, par l’analyse des gènes cibles du LIFR, la

signalisation via ce dernier semble être la cause de ce gain de fonction. Les niveaux

d’ARNm (c-rnyc, c-fos et bcl-xL) et de protéines (bd-2, P-Stat3, et CD44) exprimées

au niveau des sous-populations DN dans les ganglions OM sont “uprégulés” par

rapport à ceux des ganglions normaux (Article 1. f igure 5). Nos résultats suggèrent

que la signalisation Wnt via les récepteurs Frz ainsi que la signalisation de l’OMb via

le LIfR peuvent cibler les mêmes gènes, d’où la compensation fonctionnelle

(partielle) dans les ganglions OM. Ceci laisse entrevoir des fonctions similaires ou

complémentaires entre les deux voies de signalisation. Ce concept a d’abord été

proposé par Sato et al. qui ont démontré que l’autorenouvellement des cellules ES

murines peut être supporté par LIF ou par Wnt (Sato et al., 2004). Une autre étude a

démontré que LIf et Wnt4 (avec FGF-2, TGfbeta, Notch, and Jagged) participent au

développement d’une même structure “le néphron” (Davies, 2002).

L’action de l’OM sur les sous-populations DNY, pré-DN2 et éventuellement

DN4 a donc permis le développement des cellules DN2 et DN3 et le rétablissement du

cycle cellulaire au niveau des cellules DN4, d’où l’apparition de cellules DP et SP. La

persistance d’une accumulation de pré-DN2 et le rétablissement incomplet de la

prolifération au niveau des DN4 (20% vs. 45% dans le thymus) (Articlel. figure3),

démontrent une compensation seulement partielle de la déficience en Wnt.

Néanmoins, ceci est suffisant pour permettre la génération des cellules D? et S?.

Les progéniteurs cKitb0IL7Ra+ ne sont pas capables de générer des cellules T

sur le modèle 0P9-DL1, contrairement au progéniteurs cKithhIL7RŒ. Les cellules

stromales 0P9-DL1 n’expriment pas Wnt7b et expriment très faiblement Wnt4. Nous

avons donc décidé de tester notre hypothèse (l’importance de la signalisation Wnt

pour le développement des cellules T à partir des progéniteurs c-Kit1°IL-7RŒ des

ganglions normaux) en transfectant les cellules 0P9-DL1 avec Wnt4. Avec des

niveaux élevés de Wnt4, exprimés par le stroma 0P9-DL1, les progéniteurs cKitb0IL
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génèrent des cellules SP CD4 et CD8 TCR. Ces résultats suggèrent que la

signalisation Wnt4 (et éventuellement Wnt7b) est nécessaire aux progéniteurs c
KitI0IL7RŒ+ pour générer des cellules T. In vitro, avec des niveaux faibles de Wnt4.

on n’observe pas la sous-population pré-DN2 existante in vivo, et les progéniteurs e
Kjtl0IL7RŒ+ arrivent à atteindre le stade DN3 avec un blocage apparent dans la

transition vers la sous-population DN4. L’expansion des DN4 et la génération de

cellules SP ne sont donc possibles qu’avec des niveaux plus élevés de Wnt4. Pour

appuyer in vivo ces résultats, on pourrait penser à la génération d’une souris

transgénique pour Wnt4, d’une part pour confirmer le rôle in vivo de Wnt4 dans le

développement T au niveau des ganglions lymphatiques et, d’autre part, la possibilité

d’avoir des souris avec différents nombres de copie (donc des souris avec des niveaux

plus ou moins élevés de Wnt4) nous permettra de tester si différents niveaux de Wnt4

influencent le développement des cellules i à différents stades.

Les progéniteurs cKithhhIL7RcC thymiques ne nécessitent pas des niveaux

élevés de Wnt4 in vitro, contrairement aux progéniteurs c_Kitb0IL_7Ra± (Article 1.

Figure 6 et 7). Ceci suggère qu’en fonction du type de progéniteurs lymphoïdes,

différentes molécules Wnt peuvent être impliquées. Ces résultats peuvent expliquer

pourquoi les foetus ayant une délétion en Wnt4, ont seulement une diminution faible

de la cellularité thymique (Mulroy et al., 2002). Ceci pourrait s’expliquer par une

expression différentielle des récepteurs Frz en fonction du type cellulaire. Une étude

qui va dans ce sens, a rapporté que fz7 est impliqué au stade DN alors que fz$ l’est au

stade ISP vers DP. Fz7 semble aussi pius impliqué dans le développement des cellules

T au niveau des progéniteurs du foie foetal qu’au niveau des thymocytes foetaux (Staal

et al., 2001). Tous ces éléments confortent l’idée que Wnt4 peut bien être

indispensable pour les c-Kit1°IL-7RŒ mais de façon moindre pour les c-KitIL-7Rc(.

Il serait donc intéressant de tester la capacité des c_KithIL_7Rc( à se différencier in

vivo dans les ganglions lymphatiques. Les données sur le développement des reins qui

est Wnt4 dépendant, suggèrent que Wnt4 peut interagir avec frz7 (Kispert et al.,

199$). Le même type d’interaction pourrait avoir lieu entre Wnt4 et les DN1 ou les

DN4 exprimant frz7.
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2. Étapes tardives du développement T extrathymique

Nous avons éclairé plusieurs points concernant l’incapacité des ganglions

lymphatiques normaux à supporter la différentiation des lymphocytes T. On sait

maintenant que les ganglions lymphatiques sont incapables de supporter les étapes

précoces du développement T. Cette incapacité est due au blocage de la transition

DNY vers DN2 probablement causé par la déficience en signalisation Wnt.

Grâce à la souris LckOM. nous avons un modèle unique dans lequel le blocage

au niveau des étapes précoces du développement T a été surmonté. Ceci représente

une opportunité inespérée pour étudier la capacité d’un organe périphérique à

supporter les étapes tardives du développement T, i.e. la sélection positive et négative.

Ce modèle nous permettra aussi d’étudier l’impact d’une architecture différente de

l’architecture thymique sur les mécanismes de sélection positive et négative et sur

l’homéostasie des cellules T.

2.1. La sélection positive

En absence de cellules épithéliales au niveau des ganglions lymphatiques,

quelles sont les cellules responsables de la sélection positive extrathymique? Deux

types de cellules peuvent être impliqués: les cellules hématopoïétiques et/ou les

cellules non hématopoïétiques (fibroblastes ou cellules endothéliales). Deux études ont

démontré la capacité des cellules hérnatopoïétiques thymiques à sélectionner deux

types de cellules : la sous-population T CD8 “naïve” restreinte par les molécules de

CMH classe lb non classique et la sous-population de cellules T CD4 (NKT) CDId

restreintes (Urdahl et al.. 2002; Bendelac. 1995). D’autres études, utilisant des

chimères hérnatopoïétiques et des souris TCR transgéniques, ont conclu que la

sélection positive sur les cellules hématopoïétiques est inefficace (Bix and Raulet.

1992) soit que l’efficacité de cette sélection est dépendante du thymus (pas de cellules

T développées dans les chimères athymiques) et de la nature du TCR impliqué (avidité

du TCR transgénique utilisé) (Zerrabri et al., 1999; Zinkernagel and Althage, 1999).

Chez la souris LckOM et dans un contexte complètement indépendant du thymus, on
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observe des cellules DP et SP CD4 et CD$, suggérant ainsi un processus de sélection

positive. L’utilisation des chimères hématopoïétiques thymectomisées, nous a permis

de conclure que les cellules hérnatopoïétiques sont suffisantes pour la sélection

positive d’un répertoire Vf3 polyclonal de cellules SP CD8. Pour la première fois,

nous avons donc démontré que les cellules hérnatopoïétiques sont capables de

supporter la sélection positive de façon indépendante du thymus.

Les études concernant le rôle des cellules non hématopoïétiques et plus

précisément les fibroblastes démontrent le faible potentiel de ces cellules à supporter

la sélection positive. En effet, dans notre modèle d’étude, la sélection positive sur les

cellules non hématopoïétiques semble inefficace. Cependant la présence de l-3% de

cellules hématopoïétiques résiduelles dans les souris receveuses, nous empêche de

tirer une conclusion définitive. Ces cellules résiduelles peuvent participer à la

sélection positive des cellules CD8 et, par conséquent, masquer l’incapacité des

cellules non hématopoïétiques à supporter la sélection positive. L’utilisation de souris

receveuses Rag 1/2 Knock out nous permettrait de trancher sur ce point si les seules

cellules résiduelles sont des cellules T et B.

Pour quantifier et mesurer l’efficacité de cette sélection positive effectuée par

les cellules hérnatopoïétiques extrathyrniques, nous avons généré des souris où des

TCR transgéniques tels que H-Y et 2C sont sélectionnés dans un environnement OM.

De façon similaire aux études précédentes, nous avons confirmé que le 1CR 2C est

sélectionné plus efficacement sur les cellules hérnatopoïétiques que le TCR H-Y

(Zenahn et al., 1999; Robey et al., 1992). Le nouvel élément apporté par notre étude

est que cette sélection dans tes ganglions lymphatiques est complètement thymus

indépendant, contrairement aux résultats de Zerrahn et al. (Zerralm et al., 1999)

(Article 2. Figure 4). D’après les études effectuées sur le 1CR 2C, démontrant sa

capacité d’interagir avec les molécules de CMH classe la et lb (contrairement au 1CR

H-Y), on ne peut pas exclure la contribution de cette double spécificité à l’efficacité de

la sélection positive du TCR 2C (Zerralm et al., 1999; Maurice et al., 2001).

Cependant, l’avidité plus forte du TCR 2C pour ses ligands pourrait expliquer

Fefficacité de la sélection positive en comparaison avec le TCR H-Y. L’avidité semble

essentielle au succès de la sélection positive sur les cellules hématopoïétiques. Ceci a
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été confirmé pour les cellules T CD8 TCR H-Y, pour lesquelles la sélection positive

a été améliorée de lOx à la suite de l’expression par les cellules souches du donneur,

sous le contrôle du promoteur CD2, d’un transgène CD8.l augmentant l’avidité

(Zeiialm et al., 1999). L’utilisation du marqueur de surface CD5 pour mesurer

l’avidité d’interaction des cellules T sélectionnées conforte cette hypothèse.

Effectivement, les cellules CD8 TCR 2C expriment un niveau plus élevé de CD5

comparées aux cellules CD8 TCR j-j..y (Article 2. Figure 5). Une autre explication

serait que les complexes CMH-peptides nécessaires à la sélection positive du TCR H

Y sont moins représentés à la surface des cellules hématopoïétiques. Par contre, la

sélection positive des cellules CD8 transgéniques semble plus efficace dans le thymus

(cellules épithéliales) que dans les ganglions lymphatiques (cellules

hématopoïétiques), en se basant sur le niveau d’expression de CD5 qui est plus élevé

dans le thymus (Article 2. Figure 5A et B). On peut expliquer ces résultats par le fait

que les complexes CMH-peptides, nécessaires à la sélection des TCR 2C et H-Y, sont

moins abondants dans les ganglions lymphatiques par rapport au thymus. Cependant,

le faible niveau d’expression de CD5 n’est pas une caractéristique générale de toutes

les cellules T qui se développent dans les ganglions lymphatiques OM. L’expression

de CD5 sur les cellules T polyclonaux TCR H-Y transgénique est plus élevé dans les

ganglions lymphatiques OM que dans le thymus (Article 2. Figure SA). Ceci suggère

des complexes CMH-peptides différents à la surface de ces deux types cellulaires

(cellules épithéliales vs. cellules hématopoïétiques), d’où une avidité différente pour

divers TCR, qui va dicter l’efficacité de la sélection positive.

La différence entre les cellules épithéliales et les cellules hématopoïétiques ne

serait pas nécessairement l’apport de complexes CMH-peptides différents mais

pourrait être aussi l’incapacité des cellules hérnatopoïétiques à transmettre un second

signal nécessaire à l’efficacité de la sélection positive et à la maturation des cellules

SP (Anderson et al., 1994).

En absence donc de cellules épithéliales corticales, la sélection positive est

possible mais générerait un répertoire de cellules T diversifié et différent du répertoire

de cellules T thymiques. En effet, ce répertoire extrathymique semble être
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immunocompétent pour rejeter une tumeur allogénique (Clegg et al., 1996), par contre

il est moins efficace contre une agression virale (Blais et al., 2004).

2.2 La sé]ectïon négative

L’absence de ségrégation cortico-médullaire dans les ganglions lymphatiques

OM ne semble pas affecter l’efficacité de la sélection négative. Les TCR

transgéniques H-Y et 2C ont subit une sélection négative aussi efficace que celle du

thymus (Article 2. Figures 2 et 3). Le strorna ganglionnaire exprimerait donc les

mêmes complexes CMH-peptide que la médulla thymique, au moins concernant la

sélection des TCR H-Y et 2C. Ceci suggère que le strorna ganglionnaire est riche en

CPA nécessaires à la sélection négative (Matzinger and Guerder, 1989; Webb and

Sprent, 1990; Burkly et al., 1993). Il n’est peut être pas étonnant de voir une sélection

négative extrathyrnique efficace, puisqu’il a été rapporter que les cellules

hématopoïétiques (telles que les cellules dendritiques) sont efficaces pour cette

fonction en ayant des interactions de forte avidité avec les cellules T (Matzinger and

Guerder. 1989). Cependant. on sait que le strorna ganglionnaire est dépourvu de

cellules épithéliales, ce qui implique l’absence de certaines propriétés caractérisant les

cellules épithéliales médullaires. Les ganglions lymphatiques OM seraient donc

incapables d’éliminer les cellules T spécifiques pour les gènes normalement exprimés

en périphérie. Si la sélection négative des cellules T “TCR transgéniques” semble

efficace, celle du répertoire T polyclonal le serait moins. L’argument appuyant cette

hypothèse, sont les signes d’autoimmunités développés par les souris LckOM âgées

(Clegg et al., 1999). Il serait donc intéressant de comparer les mécanismes

d’autoimmunités dans les souris LckOM et les souris déficientes pour le facteur de

transcription AIRE dans la médulla thymique (Peterson et al., 1998; Anderson et al.,

2002).
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2.3. Phénotype activé/mémoire et homéostasie des cellules T

extrathymiq u es

Le phénotype activé des cellules T extrathymiques OM est une caractéristique

partagée par les cellules T sélectionnées positivement par les cellules

hérnatopoïétiques (CD44h1 HSAI0 CD5 pour les cellules CD8 CMH lb retreints et

CD44hCD69CD122I pour les cellules NKT VŒ14Œ-GalCer) (Urdahi et al., 2002;

Gapin et al., 2001). Les expériences de BrdU in vivo, ont démontré une prolifération

rapide des cellules T extrathymiques de la souris LckOM (Boileau et al., 2000). De la

même manière in vitro, sous l’effet de l’anti- CD3. ces cellules ont une expansion plus

rapide que les cellules thymiques, secrètent plus difN-y et subissent une apoptose

plus élevée (Blais et al., 2004). Ainsi, les cellules T extrathymiques partagent

plusieurs caractéristiques avec les cellules CD$ CMH lb restreintes. L’absence de

cellules T SP CD8 et CD4 immatures (H$A) dans les ganglions lymphatiques OM

en comparaison avec le thymus, peut s’expliquer par le fait que s 1) la sélection

positive sur les celltiles hématopoïétique provoque la diminution de l’expression du

marqueur l-ISA, comme c’est le cas pour les cellules CMH classe lb restreintes 2) la

prolifération rapide des cellules T HSA va diluer les cellules T HSA 3) la sélection

positive du répertoire polyclonal est inefficace, d’où une expansion périphérique de ce

répertoire limité et l’acquisition du phénotype mature et activé. Les cellules T TCR H

y OM expriment aussi un phénotype activé/mérnoire. Par contre les cellules T TCR

2C OM sélectionnées positivement de façon efficace font exception à la règle. En

effet, la majorité de ces cellules ont un phénotype naïf. Lune des explications est que

la sélection positive des cellules T TCR 2C génère assez de cellules pour occuper les

niches périphériques sans avoir besoin d’une expansion hornéostatique. Ce phénotype

naïf démontre que le phénotype activé/mémoire n’est pas une conséquence directe de

l’action de l’OM mais dépend plutôt de la nature du 1CR. Du fait de l’absence de ce

phénotype activé/mémoire pour le TCR 2C, on peut spéculer sur la nature du

répertoire polyclonal extrathymique qui se rapprocherait plus du TCR H-Y que du

TCR2C.
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Pour confirmer l’état de prolifération des cellules T extrathymiques et leur

“turnover” accéléré, nous avons mesuré la quantité de TREC SJ (chaîne Œ) et DJ

(chaîne 3) au niveau des SP des ganglions et de la rate OM en comparaison avec le

thymus et la rate normale. Les résultats démontrent clairement un nombre de TREC

plus faible concernant les cellules T extrathymiques SP CD4 et CD$ dans les deux

organes (Résultats additionnels. Figures lA et B). Ce nombre faible de TREC est

certainement dû à leur prolifération importante, d’où alors ce phénotype

activé/mémoire. On powTait aussi penser à une transition des cellules DP vers SP peu

efficace.

Donc, l’interaction avec les cellules hématopoïétiques semble être l’élément

crucial qui détermine l’acquisition du phénotype activé/mérnoire. Il reste à savoir

pourquoi et comment les cellules hérnatopoïétiques induisent ce phénotype?
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CONCLUSION

Depuis la découverte du thymus en tant qu’organe capable de supporter le

développement des lymphocytes T, il n’a cessé de susciter l’intérêt des biologistes et

diverses questions et hypothèses se sont donc posées. Nous avons tenté dans mon

projet de thèse de répondre à quelques unes de ces questions. Si le thymus est le seul

organe capable de supporter la différentiation des cellules T, c’est qu’il possède

forcément des caractéristiques uniques, absentes des organes périphériques.

Notre approche a consisté à comparer le thymus avec un organe périphérique:

le ganglions lymphatique. Ceci a été possible grâce au modèle de la souris LckOM.

Chez cette souris, les ganglions lymphatiques sont transformés en organes primaires,

capables de supporter le développement des cellules T tout en préservant leurs

propriétés d’organe secondaire. Ce modèle, fut alors une opportunité inespérée nous

permettant de comprendre l’essence même d’un organe lymphoïde primaire tel que le

thymus.

Nous avons pu démontrer clairement que le stroma thymique possède

incontestablement des caractéristiques uniques. En effet, les progéniteurs ETP (c

KitIL-7Rc() sont présents exclusivement dans le thymus, mais de façon surprenante

les progéniteurs CLP (c-Kit’°IL-7RŒ) sont plus abondants dans les ganglions

lymphatiques (normaux ou OM). Ces progéniteurs lymphoïdes extrathymiques sont

bloqués en phase Gi du cycle cellulaire et sont incapables de générer des cellules

DN2, d’où un blocage au niveau des étapes précoces du développement T. Cependant,

le stroma ganglionnaire partage certaines caractéristiques avec le thymus, tel que la

transmission de signaux d’engagement vers la lignée T ainsi que certains signatix de

survie et de prolifération. Par contre, la présence de ces signaux n’est pas suffisante

pour générer des lymphocytes T. Nos résultats suggèrent que la génération des

lymphocytes T dans les ganglions lymphatiques dépendrait de deux paramètres au

niveau des étapes précoces du développement: la nature des pogéniteurs lymphoïdes

(ETP vs CLP) et la signalisation via Wnt (Wnt4 et Wnt7b). Autrement dit, en absence

de ETP, la génération des cellules T à partir des progéniteurs “CLP like” présents
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dans les ganglions lymphatiques, nécessiteraient une signalisation Wnt spécifique,

absente dans cet organe. Le seul détail non éclairci jusqu’à présent reste le lien entre

les progéniteurs ETP (cKituIL7Rc() et CL? (c_Kitb0IL7RŒ+). Les CLP étant les

seuls progéniteurs présents dans les ganglions lymphatiques, le stroma ganglionnaire

serait soit incapable d’attirer les ETP, soit incapable d’en générer à partir des CLP par

“l’uprégulation” du marqueur de surface c-Kit. L’incapacité de ces CLP à générer des

cellules T SP peut être corrigée par l’addition de Wnt4 in vitro ou par l’exposition à

l’OM in vivo (action via le LIFR). Nos résultats suggèrent ainsi un recoupement entre

ces deux voies de signalisations.

Cependant, il reste à démontrer que l’apport in vivo de Wnt4 est capable à lui

seul de débloquer la différentiation des cellules T dans les ganglions lymphatiques. De

la même manière, si les progéniteurs ET? ne nécessitent pas Wnt4, ces progéniteurs

devraient être capables de générer des cellules T dans les ganglions lymphatiques. Les

ganglions lymphatiques possèdent donc des progéniteurs engagés vers la lignée T et

l’apport d’un signal de survie à ces progéniteurs in vivo est suffisant pour permettre la

génération de cellules T D? et S?. Nous avons ainsi un modèle unique, capable de

générer des cellules T in vivo en absence de ET?.

La souris LckOM est aussi un modèle unique pour l’étude des mécanismes de

sélection ainsi que l’homéostasie des cellules T extrathymiques. Nos travaux

démontrent qu’en absence de cellules épithéliales, les mécanismes de sélections

extrathymiques dictés par les cellules hématopoïétiques sont différents des

mécanismes intrathymiques. Malgré le fait que les cellules hématopoïétiques semblent

être suffisantes pour sélectionner des cellules CD$ extrathymiques ayant un répertoire

V3 polyclonal, l’efficacité de la sélection positive semble dépendre de la nature du

TCR et générerait un répertoire de cellules T différent du répertoire thymique. Il serait

donc intéressant d’étudier plus en détail les régions CDR3 des TCR exprimées par ces

cellules T extrathymiques dans un contexte infectieux. En effet, ces cellules T

extrathymiques sont incapables de soutenir une réponse antivirale efficace (Biais et al.,

2004), par contre elles sont capables d’inhiber la croissance des cellules tumorales

allogéniques (Clegg et al., 1996). Les cellules CD8 retreintes par le CMH classe lb

partagent plusieurs caractéristiques avec les cellules T générées dans les ganglions
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lymphatiques OM (sélection positive sur des cellules hérnatopoïétiques, phénotype

activé, production rapide d’IfN-y), et sont efficaces contre des bactéries sensibles à

1’ IFN-y, telles que Listeria monocytogenese ou Mycobactérium tuberculosis (Urdahi et

al.. 2002). Il serait donc intéressant de vérifier l’efficacité des cellules extrathymiques

à répondre contre ce type de pathogènes.

L’absence de ségrégation cortico-médullaire, de cellules épithéliales et d’une barrière

empêchant la recirculation des cellules T (comme dans un thymus), n’empêchent pas

le développement des cellules T dans les ganglions lymphatiques. Ceci démontre q’un

organe primaire T ne doit pas forcement partager tous les attributs thymiques.

Par contre, ce qui ressort de notre étude, c’est qu’il est difficile de remplacer le

thymus. Cet organe primaire est très complexe est rassemble en même temps tous les

paramètres nécessaire pour générer des cellules T naïves, tolérantes vis à vis du soi,

diversifiées et capables de lutter contres tous les types de pathogènes. Cependant, le

thymus présente un seul défaut (à nos yeux) qui est l’atrophie thymique progressive

avec l’âge. De plus, le thymus est incapable d’augmenter l’exportation des cellules T

à la suite de déplétions périphériques dans le cas de transplantations de cellules

souches hématopoïétiques, de chimiothérapie ou d’infection par le HIV et EBV.

L’expansion homéostatique, prend alors le relais pour compenser le déficit en cellules

T périphériques mais engendre une diminution de la diversité du répertoire L Ce

déclin dans la diversité va augmenter la susceptibilité aux infections et va diminuer la

capacité à répondre contre les pathogènes.

Une meilleure compréhension de la fonction thymique, à l’aide de la souris

LckOM, nous permettrait de mettre au point une stratégie de développement de

lymphocytes T. l’utilisation de l’OM n’étant pas possible à cause de ses effets

secondaires importants, l’utilisation de molécules clés induisant la prolifération et

l’expansion des progéniteurs lymphoïdes extrathymiques et ainsi la génération de

cellules T, serait une alternative. On pourrait imaginer une approche thérapeutique

incluant des traitements avec des hormones de croissance ou des cytokines, pour

augmenter la cellularité thymique, associée à l’apport de cellules T générées en

grandes quantités dans des systèmes de cultures ex vivo en tirant profit de molécules
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importantes pour la survie et la prolifération des progéniteurs lymphoïdes

extrathymiques.

finalement le plus grand défit serait de pouvoir régénérer la capacité du

thymus à générer des cellules T. Ce défit serait possible en agissant sur deux éléments

interdépendants et indissociables le stroma thymique et les progéniteurs lymphoïdes

provenant de la M.O.. Une combinaison d’études sur les mécanismes qui contrôlent

l’induction et le maintien de l’architecture thymique (organogenèse) aussi bien que

l’autorenouvellement et la prolifération des progéniteures lymphoïdes (dans la M.O. et

le thymus) nous aideraient à atteindre cet objectif. Les nouvelles technologies telles

que la bioinforrnatique, la génomique et la protéomique seraient incontournables. Ceci

aurait un grand impact sur notre état de santé et de ce fait sur notre espérance de vie.
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ABsTRAcT

Separation between primary and secondary lymphoid organs is a universal feature in

jawed vertebrates. Strikingly, Oncostatin M (OM)-transgenic mice present massive

extrathymic T ceil development, localized exclusively in the lymph nodes (LN).

According to the prevailing paradigm, the thymus is the main source of T lymphocytes in

gnathostomes mainly because thymic epithelial celis have a unique ability to support

early steps in T celi development. It is therefore remarkable that productive T ceil

development occurs in the OM LN despite the absence of epithelial ceils. The present

report shows that in the OM LN, (a) MHC class I expression strictly on hematopoietic

celis is sufficient to support the development of a diversified repertoire of CD$ T ceils,

(b) the efficiency of positive selection of specific TCR transgenic T ceils is not the same

as in the thymus, (e) negative selection is very effective despite the lack of an organized

thymic-like medulla. furthermore, our data suggest that extrathymic T lymphocytes

developing in the OM LN undergo extensive post-selection expansion because they live

in the microenvironment where they were positively selected. This work illustrates how

the division of labor between primai-y and secondaiy lymphoid organs influences the

repertoire and homeostasis of T lymphocytes.
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The T ceil repertoire is shaped by discrete central and peripheral events: positive and

negative selection in the thymus and differential survivaf/expansion of post-thymic T

celis in the secondary lymphoid organs (1,2). According to the strength of signal

paradigrn, thymocyte positive selection resuits from a weak TCR signal whereas no

signal results in death by neglect and a strong signal resuits in negative selection (1,3).

Studies in transplantation chimeras and in vitro thymus culture suggest that thymocytes

are positively selected mainly on MHC-peptide complexes expressed b3’ thyrnic cortical

epithelial cells (4-6). Nevertheless, a small subset of T cells stands as an exception to this

rule: CD1d-dependent NKT ceils expressing a semi-invariant TCR composed ofa VŒÎ4-

J 1$ reanangement are positively selected on double-positive (DP) thyrnocytes rather

than thymus epithelial celis (7). Furthermore, studies using relatively constrained models

have shown that fibroblasts and hematopoietic cells can support positive selection of

mainstream thymocytes when they were located in the thymus environment (8-1 1).

Importantly, positive selection of T lymphocytes by hematopoietic ceils is largely

thymus-dependent since practically no T lymphocytes developed in athymic hosts

(10,11).

In contrast to positive selection, thymocyte negative selection is initiated by

strong TCR signals triggered by MHC-restricted interactions mainly with dendritic ceils

and to a lesser extent with thymic medullary epithelial celis (12,13). Although cortical

epithelial celis can induce deletion of some thymocytes (14,15), this negative selection is

probably limited to a subset of DP thymocytes that bind with high avidity to the most

abundant self-peptides expressed by cortical epithelial ceils (13,16-1$). Teleologically,
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one highly controversial issue with regard to the shaping of the T ccli repertoire is

whether there is any reason for the division of labor between discrete subsets of cortical

and medullary stromal ceils (13,19). In other terms, if the strength of the TCR signal

dictates whether thymocytes wilI be positively or negatively selected, is there any

advantage in positive and negative selection being induced mainly by interactions with

cortical epithelial celis and rnedullary dendritic ceils, respectively?

following export from the thymus, naïve T ceils require continued engagement by

MHC molecules to survive in the peripheiy and for homeostatic expansion (1,20-22).

Notably, T celis with different TCRs display major discrepancies in their ability to

undergo homeostatic expansion (reviewed in 23). Thus, the T ccli repertoire shaped in the

thymus is subject to further molding in the peripheral lymphoid organs (2). The nature of

the specific peptides involved in peripheral survival/expansion remains controversial.

Some studies suggest that peptides involved in peripheral expansion may be identical to

those that support intrathymic positive selection whule other studies suggest that they are

structurally different but share the same affinity or avidity (24-26). However, one

indisputable point has unclear implications: the postselection T ccli repertoire is

anatomically secluded from the site where it has been positively selected. Because of the

blood-thymus barrier, mature T lymphocytes neyer reenter the thymus cortex (27,2$).

Two cytokines of the IL-6 farnily, leukemia inhibitory factor tUF) and oncostatin

M (0M) can cause thymic involution. In vivo administration of LIF and 0M by i.p.

injection to mice over 3 days is sufficient to induce profound thymie atrophy with loss of
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cortical thymocytes (29), Accordingly, LIF- and OM-transgenic mice present a profound

thymie atrophy (30,31). Unexpectedly however, LIF- and OM-transgenic mice were

shown to develop massive extrathymic T ceil development, localized exclusively in the

LNs (30-32). Thus, abundant pTŒ transcripts are detectable in the LNs of 0M-transgenic

mice but flot in their wild-type counterparts (32). Furthermore, about 215 x 106

Thy1CD4CD$ celis are present in the mesenteric LNs of 12-week-old OM-transgenic

mice (31). Studies of aduit thymectornized recipients of fetal liver grafis have shown that

the lymphopoietic pathway modulated by 0M is truly thymus-independent (31). The

paracrine influence of 0M is sufficient to induce T ceil development in the LNs: non

transgenic fetal liver derived progenitors generate CD4CD8 ceils as well as mature T

ceils in the LNs of non-transgenic recipients whereupon 0M is supplied in a paracrine

manner by co-injected OM-transgenic hematopoietic ceils (31). The OM-dependent

extrathymic pathway generates both CD4 and CD8 T ceils which are diverse in terms

of V3 usage and show a more rapid turnover rate (5-bromo-2’-deoxyuridine pulse-chase

assays) than thymus-derived T lymphocytes in wild-type mice (31). 0f note, the mature

progeny (CD4$’ and CD48 T celis) of the OM-dependent extrathymic pathway shares

properties of classical mainstream T lymphocytes: i) CD4 and CD8 elements are

NK1T (31), unlike NK1.1 T ceils that are positively selected by interactions with

hematopoietic celis in normal mice (33), ii) the CD8 T ceils express ctf3 CD8

heterodimers (Terra R, unpublished observation), as opposed to CD$ŒŒ T celis which

have been reported to differentiate extrathymically in the intestines and liver (34).
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0M can transform the LN into a “primary” Iymphoid organ whose ability to

support T ceil development and to seed peripheral compartments is similar to that of a

normal thymus (31,32). This fact raises fundarnental questions for two reasons. The 0M

LN is devoid of thymie epithelial ceils and DP T lymphocytes are adrnixed with single-

positive (SP) T celis without any thymus-like cortico-medullary segregation (Louis, I.

and Perreault, C., manuscript in preparation). Moreover, mature S? T ceils such as those

from the spleen readily recirculate from the blood to the 0M LN (31). We address two

pressing issues. In the OM-conditioned LN, which celi type can replace thymie epithelial

celis in supporting the positive selection of T ceil progenitors? Do positive and negative

selection in the LN follow the same rules as in the thymus and will the T ceil repertoires

generated in the thymus and the LN be similar? The need to investigate these queries is

compelling for at least two reasons. The extrathyrnic T celi differentiation pathway that

ernerges following chronic exposure to 0M bas potential therapeutic interest for

individuals with impaired thymus function. Moreover, because the 0MLN functions as a

“primary and secondary” lymphoid organ, these studies should allow us to evaluate to

which extent the canonical separation between primai-y and secondary lymphoid organs

influences T lymphocyte deveÏopment and homeostasis.
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MATERIALs AND METH0Ds

lice

C57BL/6J (B6), BiO .D2H2dH2T] 8cHcI/nSnJ (Bi O.D2), B6. SJLPtprcd1Fep3t/BoyJ

(Ly5a) (B6.SJL; Ly 5.i), and MHC class 1-deficient (B6.129-B2m”) (35) mice were

purchased from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). H-Y TCR transgenic mice

[C57BL/i OAiTacRag1mTgN (TCRHY)N1 i]36 were obtained from Taconic Farms

(Germantown, NY). 2C-TCR transgenic mice on a C57BL/6 background were from Dr.

D. Y. Loh (Washington University School of Medicine, St-Louis) (37). OM-transgenic

mice on a C57BL/6 background have been previously described 31,31,32). HY

TCPJLckOM, 2C TCRILckOM and LckOM Ç32m’ transgenic mice were obtained by

breeding heterozygous LckOM males with heterozygous HY TCR, 2C TCR and

homozygous 2m’ female mice, respectively. The genotype was confirmed by PCR

assay using 200 ng of genomic tau DNA and the foïlowing primers: (LckOM 5’ to 3’:

AGTCCCGTACTGCAGGAACA and GCTCACACCATTAAAGTGC), (HY TCR 5’ to

3’: GAGCCTCCAGTTTCTCCTCA and AAAGATGAGCTTCQCAGACC), (2C 1CR

5’ to 3’: QTGACACAGCCCGATGCTCG and TCCAAATOTCAGCGCACTTG) and

(f32rn’, a mixture of tiwee primers 5’ to 3’: (a) GCTATTCGGCTATGACTGGG, (b)

TATCAGTCTCAGTGGGGGTG and (c) CTGAGCTCTGTTTTCGTCTG). Mice were

bred at the Guy-Bemier Research Center, maintained in autoclaved microiso1ator cages

and provided with autoclaved food and water according to the standards of the Canadian

Council on Animal Care.
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Thyrnectomy andfetal liver ccli transplantation

At 4- to 5-weeks of age, mice were anesthetized by intraperitoneal (i. p.) injection of 75

mg/kg sodium pentobarbital (Somnotol, MTC Pharmaceuticals, Cambridge, ON,

Canada), and the thymus was removed with a suction cannula introduced over the

suprastrenal notch. Visual inspection at the time of sacrifice verified completeness of

thymectomy in each animal. Celi transplantation was performed at least 2 weeks after

surgery. Hemopoietic chimeras were created by intravenous injection of 5 x 106 fetal liver

celis, collected on day 13 postcoitum, into irradiated (12 Gy) recipients. MHC 1

recipients of 2m fetal liver ceils were inj ected i. p. with 200 jig of anti-NK1 .1 Ab

(PK136; Pharmingen, Mississauga, ON Canada) on day —2 and —1 to prevent NK celi

mediated rejection of MHC class 1-deficient donor celis (38). Chimeras were analyzed 80

to 90 days after transplantation.

Antibodies andfiow cytometry

For each sample, 106 cells were stained with antibodies and analyzed on a FACSCalibur

flow cytometer using CELLQuest software (Becton Dickinson, Mountain View, CA).

The following antibodies obtained from Pharmingen were used: PerCP anti-CD4 (RM4-

5), APC anti-CD8a (53-6.7), biotinylated anti-V133 TCR (KJ25) detected with FITC

streptavidin, FITC anti-V5. 1,2 TCR (MR9-4), FITC anti-V36 TCR (RR4-7), FITC anti

V37 TCR (TR31O), FITC anti-Vf38.1,2 TCR (MR5-2), FITC anti-V9 TCR (MR1O-2),
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FITC anti-V1O1’ TCR (B21.5), FITC anti-V11 TCR( RR3-15), FITC anti-V13 TCR

(MR12-3), FITC anti-V314 TCR (14-2), FITC antiVf317a TCR (KJ23), fITC anti

Thyl.2, FITC anti-Ly5.1, FITC anti-Ly5.2, FlIC anti-CD44 (1M?), FlIC anti-CD122

(5H4), FITC anti-EISA, FlIC anti-1B11(CD43), FITC anti-CD25, FITC and PE anti

CD62L (Mel-14), FITC anti-CD5 (53-7.3), FITC anti-TCRŒ/f3, fITC and PE anti-CD3,

biotinylated anti-Ly5.2 detected with PE-streptavidin and PE anti-CD69. Rat IgG2a,ic

was used as control antibody. Anti-HY TCR (T3.70) and anti-2C TCR (1B2) mAb (kind

gifis from Dr H.S. Teh and J. Wu, respectively) were detected with rat anti-mouse IgGi

PE.
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RESULTS

Positive SeÏection oJCD8 TLymphocytes in the OM-ConditionedLN

We wished to determine whether extrathymic positive selection in the OM-conditioned

LN is supported by hematopoietic or non-hematopoietic celis (that is, fibrobiasts or

endothelial ceils). Our study of T celi differentiation used four types of hematopoietic

chirneras in which adult-thymectomized lethally irradiated (12 Gy) Ly5-congenic

recipients were transplanted with OM-transgenic fetai liver ceils. Chimeras differed in

that MHC class I expression was either j) normai (MHC 1 —÷ MHC If); ii) deficient on

both hematopoietic (donor-derived) and nonhematopoietic (recipient) celis (132m —

132m’), or selectively deficient on either iii) hematopoietic (132m —* MHC T4) or iv)

nonhematopoietic (MHC 1 —> 132mj ceils. While the first two groups served as positive

and negative controis, the Ïast two groups aiiowed us to estimate the role of

nonhematopoietic versus hematopoietic ceils in positive selection of CD8 T

lymphocytes. OM-dependent extrathymic T ceil development involves ail LNs but is

particulariy massive in the mesenteric LNs. Thus, ail analyses of LN ceils in this work

were performed on mesenteric LNs. As expected, positive selection of CD8 T ceils was

defective in (132m’ — p2mj chimeras (fig. lA, B). A key finding was that positive

selection of CD8 T ceils proceeded normally in (MHC f —* 132m’D chimeras (Fig. lA, B)

and generated a TCR repertoire with a diversified V13 profile (Fig. 1 C). Thus, expression

of MHC I molecules on hematopoietic celis is sufficient for positive selection of OM T

ceils. At face value, the presence of significant proportions of SP CD8 T ceils in (132m’
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—* MHC I) chimeras suggested that nonhematopoietic celis can also support positive

selection albeit with reduced efficiency (fig. lA, 3). However, these resuits must be

regarded as inconclusive because expression of Ly5.l and Ly5.2 markers showed that 1

to 3% of LN hematopoietic celis were of recipient type (data flot shown). Since residual

host hematopoietic celis in the latter group were MHC f, they could have supported

positive selection ofCD8 T celis.

Extrathymic Dzfferentiation ofH-Y TCR Transgenic T lymphocytes

To study the process of positive and negative selection during extrathymic T ceil

differentiation we analyzed T lymphocyte populations in single- (H-Y TCR) and double

transgenic (H-Y TCR and 0M) male and female mice (f ig. 2, Tables I and II). These

mice possessed a C57BL/6 background and were flot RAG-deficient. Note that the fact

that the 0M LN is both a primary and secondary lymphoid organ complicates the

interpretation. In contrast to $P T celis in the thymus, $P T celis in the 0M LN are a

combination of ceils generated in situ admixed with recirculating T celis.

Positive selection in female mice. In single-transgenic (H-Y TCR) female mice the

proportion of CD8 single-positive (SP) T ceils expressing the H-Y TCR (T3.70) was

-97% in the thymus and C—36% in the spleen (Fig. 2A). In addition, the CD8/CD4 ratio

dropped from -3 in the thymus to —0.6 in the spleen. This is consistent with previous

reports that in H2b female mice, T celis bearing the transgenic H-Y TCR are positiveïy

selected in the thymus but expand poorly in the periphery (39,40). In contrast, in double-
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transgenic (H-Y TCR and 0M) mice, the proportion of T3.7O celis among CD$ SP T

ceils was only —25% in the LNs (the site where T celis develop) and 6% in the spleen

(Fig. 23). When estimating the proportion of T3 .7O ceils among CD$ SP T ceils in the

0M LN, one caveat is that the repertoire generated in situ is admixed with recirculating

S? T celis. Nevertheless, the reduction in the proportion of T3.7O celis was also

conspicuous in LN D? T celis of OM-transgenic mice, though less marked than at the SP

stage (f ig. 2A versus 23). Moreover, in contrast with that found in the thymus of single

transgenic mice, no T3.7Oh celis were present among LN DP T ceils from 0M mice (see

inserts of fig. 2A, B). In addition, when compared to the thymus, the 0M LN was

unable to generate a “normal” pooi size of CD$ T celis in secondary lymphoid organs.

The number of T3.7O SP CD$ T ceils in the spleen of double-transgenic female mice

was decreased nine-fold relative to single-transgenic mice (Table I). These data indicate

that in femaÏe mice, irrespective of their origin, H-Y TCR T celis do not thrive well in

secondary lymphoid organs: positive selection is poor in the OM-transgenic LN and

T3 .7O S? T ceils of thymic or extrathymic origin do flot expand well in the periphery.

The phenotype of T3.7OCD$ T celis in the OM-transgenic LN also differed from that of

their thymic-derived counterparts (fig. 2A versus 23). In the 0M LN only a small

proportion of these cells were HSA whiÏe the proportion of CD441u and CD122 celis

was much increased.

Negative selection in male mice. As previously reported (41), we confirmed that T3.7O T

celis are negatively selected at the DP stage in the thymus of H2’ male mice (fig. 2C).

The number of DP T celis and the ratio of CD$/CD4 T celis in the thymus are severely
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decreased, and the expression of CD8 is decreased on SP T ceils. Yet, consistent with

observations by Rocha and von Boehmer (40), SP CD$’° H-Y TCR T celis that escaped

intra-thymic negative selection expanded well in the periphery where —97% of CD8 T

celis were T3.7O. In fact, the absolute numbers of spleen T3.70 CD8 T ceils, greater in

male than female mice (Table I), illustrates how extensively homeostatic expansion can

remold the postselection repertoire. $imilarly, the number of DP T ceils was drastically

decreased in the LN of OM male mice, yet CD8’° SP T celis that escaped negative

selection expanded weÏl in the peripheiy (spleen) (Fig. 2D and Table I). Thus, negative

selection of H-Y TCR T ceils takes place very efficiently in the LN of OM mice. In

comparison with T3.70 CD8 T celis originating from the thymus of single-transgenic

female mice, those found in single- and double-transgenic male mice showed an

upregulation of CD44 and CD 122 and a paucity of HSA ceils. The latter findings were

more marked in T ceils ofLN than those of thymus origin (Fig. 2C and 2D).

Extrathymic Dzfferentiation of2C TR Transgenic T lymphocytes

During intrathymic development the 2C TCR is positively selected by H2Kb and

negatively selected by H2Ld (42,43). To evaluate whether the development of 2C T

lymphocytes obeys the same rules in the LN as in the thymus, we analyzed T lymphocyte

populations in single- (2C TCR) and double-transgenic (2C TCR and Olvi) H2b and H2’

RAG-competent mice (Fig. 3, Tables I and II).
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b + . ÷ +Positive seÏectzon in H2 mice. In both the thymus of 2C mice and the LN of 2C 0M

mice, the majority of SP T lymphocytes were CD8 ofwhich practicaiiy ail expressed the

2C TCR (1B2) (Fig. 3). Hence, positive selection of2C T lymphocytes is very efficient

in the 0M LN, which is indeed at least as effective as the thymus in maintaining the size

of the spleen CD8 T ccli compartment (Table I). Compared to the thymus, few

lB2CD8 T ceils were HSA in the 0M LN (f ig. 3), similar to our observations on

T3.7O T ceils (Fig. 2). Yet, CD44 and CD122 activation markers were flot upregulated

on 0M2C LN CD8 T ceils (fig. 3B) as they were on OMI-I-Y TCR CD8 T cells (Fig.

2B). We showed previousiy that development of non TCR-transgenic T celis in the 0M

LN was thymus independent (Fig. 1 and ref. 31). That this is also the case for 2C TCR

transgenic T lymphocytes was revealed by analyses of T lymphocyte populations in

inadiated adult-thymectomized Ly5. l recipients reconstituted with fetal liver cells from

Ly5.2 double-transgenic (2C TCR and 0M) donors (Fig. 4). Our observation of efficient

selection of 2C T cells in these chimeras confirmed their thymie independent generation.

Negative selection in H2’ mice. T ceils bearing 2C TCR were negatively selected in

H2 mice, both in the thymus of OM-nontransgenic mice and in the LN of 0M mice.

Indeed, in both cases, the proportion of CD4CD8 and of $P CD8 T lymphocytes was

drastically decreased, and the percentage of CD8 T ceils which were 1B2 was

significantly lower than in H2b mice (f ig. 3C and 3D). Furthermore, the size ofthe spleen

1B2 CD8 T ceils pool was drastically reduced in both single- and double-transgenic

H2’’’ mice (Fig. 3C-D and Table I).
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Development ofDN TCR-transgenic T celÏs

Double chain ŒTCR transgenes expressed at the DN stage alter early ontogeny

especially when affinity of the TCR for its ligand is strong, that is, conditions of negative

selection. In this situation, increased numbers of DN celis are exported in the periphery.

These TCRŒf3 DN T ceils have properties of y T celïs and their developrnent is MHC

independent (44-46). This prompted us to evaluate whether a similar expansion of TCR

DN T ceils was present in OM-transgenic mice. We indeed detected TCR DN T ceils in

OM mice. Some differences were observed between the numbers of TCR DN T ceils in

the thymus of 0M mice vs. the LN of OM mice (Table I). However, it is difficuÏt to

speculate about the significance of these data because the LN of OM mice contains flot

only celis generated in situ but also recirculating celis. Nonetheless, comparing the

numbers of H-Y and 2C TCR DN T celis in the spleen of 0M and OM mice was more

informative and allowed us to make three points (Table I). In both OM and 0M mice,

DN TCR T ceils were more abundant when the mice expressed the nominal antigen

recognized by the TCR (H-Y 1CR male and 2C 1CR H2’). This is consistent with

previous reports in 0M mice (44,45). In mice lacking the nominal antigen (H-Y TCR

b +female and 2C TCR H2 ) the number of spleen TCR DN T ceils was greater for the 2C

than the H-Y TCR. finally, the number of spienic TCR DN T celis was of similar

magnitude in 0M and OM mice. Indeed, among the four groups of mice (H-Y TCR

female and male, 2C TCR H2b and H2), numbers of TCR DN T celis in OM mice

conesponded to 38-130% of those in 0M mice. Thus, no dramatic differences were

found in the TCR DN T celi development in OM relative to 0M mice.
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CD5 expression on T lymphocytes ofthymie versus extrathymic origin

CD5 is a celi surface glycoprotein that functions as a negative regulator of TCR-rnediated

signalling (47). CD5 is upregulated at crucial points during thymocyte development by

pre-TCR and TCR engagement and the level of CD5 surface expression is directiy related

to pre-TCR and TCR signaling intensity. Thus, CD5 surface levels were found to vary

considerably among mature $P thymocytes and peripheral T ceils that express distinct

TCRs. The level of CD5 expression paralleled the avidity of the positiveiy selecting

TCR-MHC-ligand interaction (48,49). Our data imply that positive selection in the OM

LN is much more effective for lymphocytes bearing the 2C TCR than the H-Y 1CR.

Thus, by measuring CD5 expression, we sought to estimate the strength of the signais

transmitted by these two types of 1CR during thymic versus extrathymic development.

Expression of CD5 was decreased on DP and SP CD8 T3.7O T lymphocytes

developing in the 0M LN relative to intrathymic T3.7O T celis (Fig. 5A). This is

consistent with the idea that H-Y specific T celis receive TCR signais of lesser intensity

in the periphery than in the thymus. Notably, low expression of CD5 was flot a general

characteristic of ail T celis that maturated in the OM LN: T3.70-negative T celis present

+ + . .

in the LNs of H-Y TCR 0M female mice expressed high levels of CD5 (Fig. 5A).

following development in the thymus or in the 0M LN, DP and CD8 $P T celis bearing

the 2C TCR expressed higher leveis of CD5 than H-Y TCR T celis. When compared
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with thymic T lymphocytes, 2C TCR T lymphocytes in the OM LN expressed barely or

substantiaily decreased levels of CD5 at the DP and the CD8 SP stage, respectively. In

sum, two major findings emerged from evaluation of CD5 expression. First, in the OM

LN, expression of CD5 and presumably the strength of TCR signais, were greater on 2C

TCR than on H-Y TCR T lymphocytes (Fig. 5C). Data on both the efficacy of positive

selection (Fig. 2) and CD5 expression (fig. 5) suggest that for T lymphocytes bearing the

H-Y TCR, the efficacy of positive selection in the OM LN is low because they receive

only weak TCR signais. Second, T lymphocytes bearing the 2C or the H-Y TCR express

lower levels of CD5 when they develop in the OM LN than in the thymus.

Expression ofdifferentiation/activation markers by extrathymic T lymphocytes

Naïve T lymphocytes do flot normally recirculate into the thymus. Only a few

activated/memoiy T cells in the S phase of the ceil cycle re-enter the thymus medulia (but

flot the cortex) at time of infection (28,50). In the LNs of OM-transgenic mice however,

$P T lymphocytes live in the environment where their differentiationlselection took

place. Thus, one fundamental difference between T lymphocytes developing in the

thymus versus the OM LN is that in the latter case, the post-selection T ceil

cornpartment is steadily confronted with the very celis that induced positive selection.

The phenotype of DP T celis found in the OM LN was similar to that of DP

thymocytes ofwild type mice concerning expression ofHSA, CD3, CD4, CD5, CD8 and

CD44 (fig. 6A). When compared to wild type thymocytes, SP T celis in the OM LN
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showed several distinctive features: expression of CD3 was decreased while that of CD44

was upregulated, few CD4 or CD8 celis were H$A and few CD8 celis were CD69 (Fig.

6A). In addition, the intensity of CD5 staining was flot decreased on polyclonal

populations of CD4 and CD8 T lymphocytes found in the OM LN (Fig. 6A) as it was on

transgenic T celis bearing the HY and 2C 1CR (Fig. 5). In fact, the mean CD5 labeling

intensity was increased on CD8 SP T celis, being 1 51 in the OM LN and —1 1$ in the

wild-type thymus (fig. 6A).

The CD44’’ phenotype of SP T ceils in the OM LN, confirmation of a previous

report (31), suggests previous 1CR interaction with heretofore unidentified ligands. This

concept was supported by the fact that spleen $P T celis in OM mice showed other

features typical of previous antigen encounter: j) CD 122 expression was strikingly

increased on CD8 T celis and ii) CD4 T celis showed decreased levels of CD62L and

upregulation of CD69 and of 0-glycans recognized by 1 B 11 antibody (Fig. 63).

Ail these results indicate that two inferences are possible regarding extrathymic T

lymphocytes that develop in the OM LN. First, $P T celis steadily confronted with cells

that display the MHC-peptide mixture that was instrumental in their positive selection

have a phenotype similar to that of T lymphocytes undergoing homeostatic expansion

(24,5 1). Second, the intensity of TCR signals (CD5 levels) received during the DP —> S?

transition are normal (CD4) to high (CD 8) even though CD3 levels (and those of Œ3TCR,

not shown) of SP T cells are relatively low. Decreased CD3 expression could represent a

compensatory mechanism either to decrease the strength of the TCR signal at the tirne of



2-18

selection or to dampen the ongoing stimulation of post-selection SP T lymphocytes by

self epitopes.
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DISCUSSION

The present study shows that notwithstanding the lack of both thyrnic epithelial ceils and

a thymus like cortico-medullaiy partition, the OM LN is able to support positive and

negative selection of T lymphocytes. Interestingly, seminal experiments from Scollay’s

lab have demonstrated that i) when CD4CD$ thymocytes harvested from the thymus of

fetai or adult donors are injected intravenously into irradiated athyrnic recipients, some of

these ceils lodge in lymph nodes and develop into both DP and $P T lymphocytes, ii) this

process does not occur in the spleen, iii) no T ceil development is found in the LN when

fetal liver celis rather than CD4CD8 thymocytes are injected (52). Accordingly, what

prevents the normal LN from sustaining T ccli development must be its failure either to

attract T ceil progenitors or to support some early event at the CD4CDW stage.

Otherwise, the LN would be able to support differentiation events downstream of this

early step (productive seeding). How can 0M transform the LN into a primary T

lymphoid organ that can positively select a diversified repertoire of T lymphocytes? This

challenging question has yet to be answered. A plausible hypothesis at this point is that

the crucial effect of 0M is to induce productive seeding of the LN by immature T celi

progenitors, the sanie early limiting event delineated by Antica and Scollay (49).

Positive selection

One salient finding emerging from our experiments in hematopoietic chimeras is that

MHC 1 hematopoietic ceils were sufficient to support positive selection of a polyclonal
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repertoire of extrathyrnic CD8 T ceils (fig. 1). It has been shown that hematopoietic ceils

can support intrathymic positive selection though, with the exception of CD 1 d-dependent

NKT ceils, the importance of intrathymic positive selection by hematopoietic celis (as

opposed to epithelial celis) is stiil a matter of debate (10,11). Clearly however,

extrathyrnic hematopoietic ceils do not normaliy support any signfficant level of T ccli

positive selection (10,11). That 0M allows LN hernatopoietic celis to induce positive

selection of developing T lymphocytes is remarkable.

Positive selection did flot proceed in the same fashion in the thymus and the 0M

LN, at ieast for CD2 $P T celis. Indeed, taking CD5 expression as a surrogate marker for

the avidity of the positively selecting TCR-MHC-ligand interactions we found a

discrepancy between T celis bearing a transgenic TCR versus polyclonal T celis (fig. 5

and Fig. 6). CD8 SP T lymphocytes bearing the 2C or the H-Y TCR expressed lower

levels of CD5 when they developed in the 0M LN than in the thymus (Fig. 5). In

contrast, in the case of non TCR transgenic polycionai CD8 SP T ceils, the CD5 staining

intensity was superior for those developing in the 0M LN than in the thymus (fig. 5 and

6). In general, there is no reason why the 0M LN would select polyclonal T cells more

efficiently than TCR transgenic T celis. The rnost straightforward explanation is that

expression of relevant MHC-peptide complexes by celis supporting positive selection

dictates the efficacy of positive seiection and that the MHC-peptide complexes that

positiveiy select the H-Y and 2C TCR are less abundant in the LN than in the thymus

cortex. Yet, other MHC-peptide ligands expressed in the LN do generate TCR signais of

optimal quality for proper positive selection of a diverse repertoire. Thus, the inference is
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that positive selection is supported by different sets of MHC-peptide complexes in the

thymus versus the LN and that the two post-selection repertoires are different even

though they may overlap. We also note that when T ceils develop in a thymus where

MHC class I expression is limited to hematopoietic celis, 2C but flot H-Y TCR CD8 T

ceils, are positively selected (10,11). This observation also supports the concept that

epithelial celis and hematopoietic celis express different sets of MHC I-associated

peptides and that the peptide mixture of hematopoietic ceils better supports selection of

2C than H-Y TCR T ceils.

Negative selection

Negative selection of extrathymic T lymphocytes bearing the H-Y or 2C TCR was veiy

effective in the OM LN (Fig. 2 and 3). If anything, depletion of H-Y TCR DP T celis

was more drastic in the OM LN than in the thymus (Fig. 2). This finding provides proof

of principle for the concept that negative selection does flot require a dedicated antigen

presenting ceil (APC) (53). While thymus stromal celis have a unique ability to promote

positive selection, their capacity to induce negative selection is shared by peripheral

APCs. Put sirnply, negative selection occurs in the thymus because immature T

lymphocytes are produced there. It could possibly occur in any organ, though it may

require a certain abundance of hematopoietic APCs. We note that following negative

selection, the fate of CD$ T ceils bearing the 2C and the H-Y TCR were different.

Inespective of their thymic or extrathymic origin, the few H-Y TCR T celis that escaped

negative selection (in male mice) expanded considerably in the periphery whereas 2C
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TCR T celis did flot (in H2’’ mice) (Table I). This demonstrates how extensively

peripheral homeostatic mechanisms can remold the postselection repertoire by inducing a

major expansion of T ceils specific for some but flot ail self epitopes.

The activated/memoryphenotype ofextrathymic T ceÏÏs

One salient characteristic of $P extrathymic T lymphocytes that deveioped under the

influence of 0M is their phenotype which is typical of antigen-experienced or “memory”

T lymphocytes (Fig. 6). This idea fits well with our previous reports using in vivo 5-

bromodeoxyuridine (BrdU) pulse-chase experiments in (non TCR-transgenic) LckOM

mice: their extrathymic T ceils proliferate veiy rapidly and have a high turnover rate (31),

as would be expected for T celis with a “memory” phenotype (54). However, BrdU

labeling experirnents have not been performed in TCR-transgenic 0M mice. Therefore,

we could not formally evaluate the peripheral survival and expansion of T ceils bearing

the H-Y and 2C TCR in 0M mice. Interestingly, while the vast majority of our

extrathyrnic T cells displayed a mernory phenotype (fig. 2 and 6), we observed one

noticeable exception: most extrathymic CD8 T ceils bearing the 2C TCR had a naïve

phenotype (fig. 3). This means that acquisition ofthe memoiy phenotype was not a direct

consequence of exposure to 0M, but was dependent on the TCR clonotype. Collectively,

these data suggest that, with a few possible exceptions (e.g., the 2C TCR), extrathymic T

celis in the 0M LN have a memoiy phenotype and a high turnover rate because they

undergo horneostatic expansion induced by chronic exposure to the LN MHC/peptide

mixture that entailed their positive selection. That being the case, we recently observed
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that SP T celis derived from the OM LN behave functionally like memory T ceils

following in vitro and in vivo antigen priming (Biais, M.E., Gérard, G., Peneault, C.,

manuscript in preparation). Nevertheless, that most 2C T celis in OM mice did not

display an activated phenotype was surprising since 2C T ceils can undergo homeostatic

peripherai expansion (24). One expianation wouid be that the OM LN produces enough

2C T celis to fil peripheral niches without the need for peripheral expansion.

Aside from their memory phenotype, it is remarkable that the vast majority of

extrathymic SP LN T lymphocytes were HSAI0 (Fig. 6). To some extent, this is because

the OM LN contains recirculating T ceils in addition to T celis generated in situ (31).

Interestingly, in the thymus of wild-type mice, the CD44 HSAI0 phenotype is shared by

the single subset of thymocyte positively selected on hematopoietic ceils: Œ-GalCer

CD1d-reactive T ceils (55). These data lead us to propose that the CD44hh1 HSAI0

phenotype is characteristic of T lymphocytes positively seiected on hematopoietic celis.

We envision at Ieast two non-mutuaily exclusive explanations for the low proportion of

H$A SP T ceils in the OM LN. Expression of HSA, which was high on DP T

lymphocytes, might be downmoduÏated more rapidly following positive selection on

hematopoietic celis. Alternativeiy, HSA T ceils may simply be diluted by rapidly

proliferating HSK T lymphocytes because the latter ceils undergo vigorous post

selection proliferation. A parallel with studies of T ccli receptor excision circles (TREC)

illustrates the latter mechanism. T ceil division was indeed identified as the most

important factor for decreasing TREC content (56). Thus, in the presence of normal

thymic output, chronic antigen stimulation leads to low TREC levels (57,58).
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Another important feature of extrathyrnic SP LN T lymphocytes was their low

levels of TCR/CD3. $trong TCR ligation by peptide/MHC complexes leads to TCR

downregulation whose probable role is to protect T celis from overstimulation (59,60).

TCR downmodulation which is mediated by the intracellular retention and degradation of

ligated complexes (61), is an effective means of tolerance to extrathymic antigens. Thus,

in transgenic mice expressing low levels of the H2-Kt’ antigen exclusively on

hepatocytes, tolerance of antigen reactive CD8 T celis was induced by TCR

downmodulation (62). Interestingly, extrathymic T celis (whose site of development is

unclear) found in nude mice or in irradiated adult-thymectomized hosts reconstituted with

hematopoietic progenitors are indeed TCRbohmnt (63). We therefore propose that TCP]CD3

downmodulation found in SP T ceils developing in the OM LN is a general

characteristic of extrathymic T celis. This TCPJCD3 downmodulation is required to

prevent overstimulation of T lymphocytes that live in the microenvironment where their

positive selection took place.

Thymic and extrathymic T celi development pathways follow different rules.

Extrathymic T celis that develop along the OM-dependent LN pathway are different from

classic T celis in terms of repertoire selection, turnover kinetics and expression of

activationlmaturation markers. These findings beg the question: what is the functionality

of these extrathymic T ceils? Athymic mice reconstituted with OM hematopoietic stem

celis can reject allogeneic cancer ceils (32) and do flot show increased incidence of

infections (at least when housed in a specific pathogen-free environment). In addition, we
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recentiy obtained evidence that they can generate protective anti-viral responses (Biais,

M.E., Gérard, G., Perreault, C., manuscript in preparation). Hence, OM-induced

extrathymic T celis appear to be quite functionai. The thymus constitutes the primaly T

lymphoid organ in ail jawed vertebrates and in evolutionary terrns is much more ancient

than the LN. The thymus appeared in Chondrichthyes, the first vertebrates known to elicit

adaptive immune responses, whiie LNs occur strictiy in endothermic vertebrates and

reach their full development only in eutherian mammals (64). The fact that extrathymic T

celis generated in the LN under the influence of 0M can replace the mainstream thymic

T lymphocytes without any obvious disadvantage means that several features unique to

the thymus are flot essential to generate a functional T ceil repertoire (e. g., thymic

epitheliai ceils, cortico-medullary segregation, biood-thymus barrier preventing the

reentry of mature T lymphocytes). In other words, a primary T lymphoid organ does not

have to share ail the features ofthe thymus. This concept will lead us to further studies of

the OM-dependent pathway and its potential medical relevance for the treatment of

congenital and acquired immune deficiencies.
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FIGURE LEGENDs

Figure 1. The foie of hematopoietic and non hernatopoietic ceils in the OM-dependent

extrathymic positive selection of MHC class I-restricted T ceiis. (A) CD4/CD8 profile of

LN lymphoid ceils in LckOM mice and adtilt-thymectornized lethally irradiated (12 Gy)

Ly5-congenic recipients transpianted with OM-transgenic fetal liver celis. Chimeras were

anaiyzed on day $0 posttransplant. They differed in that MHC ciass I expression was

either i) normal (+ — +), ii) deficient on both hematopoietic (donor-derived) and non

hematopoietic (recipient) celis (- —> -), or selectively deficient on either iii) hematopoietic

(- —* +) or iv) non hematopoietic (+ —* -) ceils. MHC 1 recipients of 2m fetal liver

ceils were injected j. p. with 200 tg of anti-NK1.1 Ab on day —2 and —1 to prevent NK

ce!! mediated rejection ofMHC class 1-deficient donor ceils 38. Acquisitions were gated

on lymphoid celis. The analysis is one representative experiment out of three to six. (B)

Mean ± SD proportion ofDP and SP T celis in the LN and spleen ofthe above described

chimeras (3 to 6 mice per group). (C) V profile of CD4 and CD8 $P T cells in the

spleen of B6 mice and hematopoietic chimeras (3 to 5 mice per group).

Figure 2. Positive and negative selection of H-Y TCR bearing (T3.70) T celis in the

thymus of single-transgenic (H-Y TCR) mice and in the LN of double-transgenic mice

(H-Y TCR and 0M). CD4/CD8 profihing depicted in the lefi-most panels was performed

on lymphoid celis in the thymus and spleen, and on gated Thyl .2 celis in the LN.

Histograms in the second column show the proportion of T3 .7OE T celis among SP or DP
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T ceil populations. Expression of H$A, CD44 and CD122 was evaluated on CD4

CD8T3.7O T celis. The data is one representative experiment out ofthree.

Figure 3. Positive and negative selection of 2C TCR transgenic T lymphocytes (1B2) in

+ . . + + . b bldthe thymus of 2C mice and in the LN of 2C 0M mice of 1-12 or H2 genotype.

CD4/CD8 profihing depicted in the left-most panels was performed on lymphoid celis in

the thymus and spleen, and on gated Thyl .2 celis in the LN. Histograms in the second

column show the proportion of 1B2 T celis among CD8 T celis. Expression of HSA,

- + +CD44 and CD 122 was evaluated on CD4 CD2 T3.70 T cells. The analysis is of one

representative experiment out ofthree.

Figure 4. Development of 0M 2C TCR T lymphocytes in the LN is thymus

independent. (A) LN of double-transgenic mice (2C TCR and 0M). Acquisitions were

gated on lymphoid ceils. (B) Irradiated adult-thymectomized B6.SJL (Ly5. 1) mice were

reconstituted with fetal liver cells from double-transgenic (0M and 2C TCR) B6 (Ly5.2)

donors and chimeras were analyzed on day 80 posttransplant. Acquisitions were gated on

Ly5.2 lymphoid celis. Histogram on the right-hand side shows the proportion of 1B2 T

ceils among CD8 S? T celis. These data are from one representative experiment out of

three.

Figure 5. CD5 expression on thyrnic and extrathymic T lymphocytes. Overlay

histograms depict the CD5 labeling intensity of DP and of CD8 SP T lymphocytes

bearing the 2C TCR (1B2) or the H-Y TCR (T3.70). Celis were from the thymus of
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TCR single-transgenic mice or from the LN of double-transgenic (TCR and 0M) H2”

mice. (A) H-Y TCR versus H-Y TCR0M female mice. (B) 2C TCR versus 2C

TCR0M mice. (C) 2C TCR0M versus H-Y TCR0M female mice.

Figure 6. Expression of differentiationlactivation markers by T lymphocytes of thyrnic

and extrathymic origins. (A) DP, CD8 SP and CD4 $P T celi populations from LckOM

LN and C57BL/6 thymus were assayed for surface expression of HSA, CD3, CD$, CD4,

CD5, CD44 and CD69. (B) CD8 SP and CD4 SP T ceil populations from the spleen of

LckOM and C57B1/6 mice were assayed for surface expression of CD62L, CD69,

CD122, CD25, and lB il. Data, depicted as overlaid histograms, are representative of

three experiments.
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Table I Numbers of H-Y TCR and 2C TCR T ceils in lymphoid organs following thymie
versus extrathymic development.

A H-Y TCR H-Y TCR H-Y TCR H-Y 1CR /LckOM
female /LckOM female male male

T3.7O ceils Thymus Lymph Node Thymus Lymph Node

DN 18.3 ± 4.7 15.7 ± 2.9 9.8 ± 2.3 24.5 ± 17.6

DP 63.0 + 26.9 22.9 ± 12.7 0.2 + 0.2 0.3 ± 0.2

Spleen Spleen Spleen Spleen

DN 1.9±0.8 2.6+2 30+ 15.5 11.4±5.4

SP CD$ 5.1 ± 0.9 0.6 ± 0.5 19.3 ± 3.9 16.3 ± 2.9

B 2C 1CR H2b 2C TCR 2C TCR 2C TCR /LckOM
/LckOM H2b H2b1’cl H2

1B2 ceils Thymus Lymph Node Thymus Lymph Node

DN 8.6 ± 3.9 23.0 ± 2.6 6.6 ± 1.3 17.7 ± 6.1

DP 4.7+3.2 31.4±22.1 <0.1 <0.1

Spleen Spleen Spleen Spleen

DN 12.3+5.7 6.6±4.3 20.4±9.2 15.7+8.8

SP CD$ 28.3 ± 10.3 35.3 ± 22.4 1.4 ± 1.1 8.0 + 5.1

(A) Absolute numbers (mean x 106 ± SD) of H-Y TCR bearing (T3.70) DN, DP and SP

CD$ T celis in the lymphoid organs of single-transgenic (H-Y TCR) and double-transgenic

(H-Y TCR and 0M) mice.
(B) Absolute numbers of 2C TCR bearing (lB2j DN, DP and $P CD8 T ceils in the

lymphoid organs of single-transgenic (2C TCR) and double-transgenic mice (2C TCR and

0M). Three to four mice per group.
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Table II: Numbers of Thyl .2 celis in single- and doubÏe-transgenic
mice (three to four mice per group).

Mice Organ Ceils (mean x 106 ± $D)

LckOM LN 194±79.2

H-Y TCR female Thymus 130 ± 39.4

H-Y TCRILckOM fernale LN 78.2 ± 15.7

H-YTCRma1e Thymus 13.2±3.2

H-Y TCR/LckOM male LN 94.9 ± 32.1

2C TCR H2” Thymus 28.3 ± 10.6

2CTCR/LckOMH2b LN 155.5±80.9

2C TCR H2bM Thymus 12.1 ± 2.6

2C TCRILckOM H2b’d LN 46.3 ± 12.4
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Figure 2-3
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Figure 2-4
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Abstract

In the thymus, two types ofLinSca-1 progenitors can generate T lineage celis: cKithIL

7Ra and c-Kit1°IL-7RŒ. While c-KitIL-7RcC progenitors are absent, cKitl0IL7RŒ+

progenitors are abundant in the LN. cKitI0IL7RŒ+ progenitors undergo abortive T celi

comrnitment in the LN and becorne arrested in Gi phase of the celi cycle because they

fail both to upregulate c-myb, c-rnyc, and cyclin D2 and to repress jB p] 6INK4a and

p2]C1PF• As a resuit, development of LN cKitI0IL7RŒ+ progenitors is blocked at an

intermediate CD44CD25’° development stage in vivo, and LN derived progenitors fail to

generate mature T celis when cuÏtured with 0P9-DL1 stromal ceils. LN stroma can

provide key signais for T ccli development inciuding IL-7, Kit-ligand, and Delta-likel,

but lacks Wnt4 and Wnt7b transcripts. LN c-Kit1°IL-7RŒ progenitors are able to generate

mature T celis when cultured with stromal celis producing Wnt4, or upon in vivo

exposure to Oncostatin M whose signaling pathway intersects with Wnt. Thus, supplying

Wnt signais to c-Kit1°IL-7RŒ progenitors may be sufficient to transform the LN into a

primary T lymphoid organ. These data provide unique insights into the essence of a

primary T lymphoid organ, and into how a cryptic extrathymic T ceil development

pathway can be amplified.
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Introduction

In ail animais with an adaptive immune system, the thymus is the primary lymphoid

organ for T ceil deveiopment and no other organ can compensate for defective thymic

function.’ This is probiematic considering that progressive thymus atrophy uitimately

affects ail ageing subjects and can even impinge on younger subjects affected by several

serious illnesses.35 A key question that has baffled imrnunoiogists for forty years is the

nature ofthe signals provided by thyrnic stromai celis that are necessary and sufficient for

T ceil deveiopment.6

Strikingly, recent studies have shown that a bone marrow stromai ceil une

ectopically expressing the Notch ligand Deita-iike-l (0P9-DL1) acquired the capacity to

induce the differentiation of hematopoietic progenitors into functionai T celis in vitro.7’8

A startiing and important implication is that the three-dimensionai thymic

microenvironment and the presence of thymic epitheiial ceils are not essential for T celi

development.7 Thymus-independent T celi deveiopment can also take place in vivo.91

Thus, using transgenic mice bearing a green fluorescent protein gene placed under the

control of the RAG2 promoter, Guy-Grand et al. showed that T lymphopoiesis occurred

in iymph noUes (LN) and less in the Peyer’s patches of athymic mice.10 This cryptic T

celi deveiopment pathway however generates only limited numbers of mature T ceiis.’°

Unexpectediy, signais transmitted by the leukemia inhibitory factor (LIF) receptor

foïlowing proionged exposure to mouse LIF or bovine oncostatin M (0M), arnplify the

cryptic LN T lymphopoietic pathway and transform the mouse LNs into primary T
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lymphoid organs.’2’7 Thus, about 215 x 106 Thy1CD4CD8 celis are present in the

mesenteric LNs of 12-week-old ickOM transgenic mice that express the 0M transgene

under the control of the proximal lck promoter.’6 Studies of OM-transgenic mice showed

that this extrathyrnic pathway is thymus independent, generates functional T lymphocytes

and is regulated by a cyclooxygenase-2 dependent proliferation of high endothelial

venules. 17-20 The goal of our work was to determine why LNs are normally unable to

support T celi development and how 0M can aileviate this defect. We surmised that such

knowledge would provide invaluable information on the essence of a primary T lymphoid

organ, that is, how stromal celis regulate crucial early steps in T ccli deveiopment.
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Materials and Methods

Mice

C573L/6J (36) mice were purchased from The Jackson laboratory (Bar Harbor, ME).

LekOM transgenic mice on a C573L!6J background have been previously described.’5”6

Flow cytometry analysis and ccli sorting

The following antibodies were used: biotin and PE-Cy7 anti-CD8Œ (53-6.7), biotin anti

CD8J3 (53-5.8), APC-Cy7 anti-CD4, biotin anti-NK1.1 (PK136), biotin, APC and FITC

anti-TCRf3 (H57), biotin anti-TCRy (GL-3), fITC and PE anti-CD44 (1M7), biotin,

APC-Cy7, PE and APC anti-CD25 (PC61), biotin mouse lineage panel [CD3, CD1 lb,

CD45R/3220, Ly6C, Ly6G (GR-1), TER-1 19/erythroid celis (Ly-76)], purified anti-

CD 127 (IL-7RŒ, A7R34) detected with goat anti-rat FITC, APC anti-CD1 17 (c-Kit,

238), fITC anti-CD24 (HSA), Pe-Cy5 and PE anti-$ca-l (E13-161.7), fITC anti-BrdU

(3D4) with its isotype control (MOPC-21), FITC anti-Bel-2 (3f 11) with its isotype

controf (A19-3). Biotinylated antibodies were detected with streptavidin perep or PE

Cy7. Anti-CD 127 was purchased from eBioscience (San Diego, CA) and other antibodies

mentioned above as well as Annexin V-FITC were purchased from BD Pharmingen (San

Diego, CA) and Cedarlane Laboratories (Hornby, ON, Canada). Polyclonal purified anti

Phospho-Stat3 (Tyr705) (Signaling Teclmology; Beverly, MA) was detected with fITC

goat anti-rabbit IgG F(ab)2 (Abcam; Cambridge, MA). Intracelitilar staining was done as

previously described for BrdU21, TCRf3 and Bel-222, and Phospho-5tat323. Ceils were

analyzed on a fACSCalibur flow cytometer using CeÏlQuest software and sorted on a
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fACSVantage SE system with FACSDiVa option (BD Biosciences, San Jose, CA). To

preserve celi integrity and avoid loss of rare ceil subsets, electronic sorting was done

without preliminary ceil depletion. The purity of sorted ccli populations was above 9$%.

RT-PCR analysis

RNA was prepared from ceils sorted in trizol reagent (Invitrogen; Burlington, ON,

Canada) followed by chloroform extraction and RNA precipitation following the

manufacturer’s instructions. We performed RT-PCR with Qiagen OneStep RT-PCR Kit.

Previously described RT-PCR conditions and primers were used for Hprt, Rag-], ,

preTa, and CD3?4. Primers and annealing temperatures were for HES-]: (forward) 5’-

GCCAGTGTCAACACGACACCGG-3’, (reverse) 5’-

TCACCTCGTTCATGCACTCG3’ (66°C); and for DeÏtex]: (forward) 5’-

CACTGGCCCTGTCCACCCAGCCTTGGCAGG-3’, (reverse) 5’-

GGGAAGGCGGGCAACTCAGGCCTCAGG-3’ (55°C). Negative controls

performed in ail assays (water and no RI).

Quantitative RT-PCR

Lymphoid ceils were separated from stromal ceils by mechanical mashing of lymphoid

organs through a ccli strainer as described.’9’25 Real-Time RT-PCR was performed with

an ABI Prism Sequence Detection System 7700 (Applied Biosystems; foster City, CA),

using TaqMan One-Step RT-PCR Master Mix Reagents Kit for lyrnphoid progenitors and

TaqMan Universai PCR Master Mix for stromal celis (Applied Biosystems). mRNA from

stromal celis was extracted in trizol reagent and reverse transcription was carried out



1-6

using SuperScript II RNaeH Reverse Transcriptase (Invitrogen, Burlington, ON,

Canada). Triplicate wells were averaged and the target gene values were normalized for

Hprt content. We used specific primers and probes (TaqMan gene expression assays)

from Applied Biosystems.

T ceil progenitors and 0P9 ceil cocultures

DN1 and DN4 Lin progenitors were sorted according to surface expression of CD44, c

kit and $ca-1. Sorted celis were seeded at 4x104 celïs/well, unless stated otherwise, onto

24- or 6-welÏ tissue plates containing a confluent monolayer of OP9 celis expressing j)

GFP alone; ii) GfP and DL-1; or iii) GFP, DL1 and Wnt4. Wnt4 plasmid (Upstate

Biotechnology, Lake Placid, NY) transfection of 0P9 DL-i ceils was carried out using

FuGene 6 (Roche Biochemicals, Rotkreuz, $witzerland) according to manufacturer’s

instructions. Ail co-cultures were performed in the presence of IL-7 and flt3L

(Peprotech, Rocky Hill, NJ).7 Cocultures were harvested by forceful pipetting at the

indicated time points and stained for flow cytometry analysis.
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Resuits

Lymphoid progenitors committed to the T lineage are present in the LNs

The least mature thymocytes are termed double-negative 1 (DN1) ceils and express a Lin

CD44CD25 surface phenotype. following in vivo adoptive transfer or in vitro culture,

cKitlHIL7Rcf ceils represent the DN1 subset that displays. on a per-celi basis, the most

effective T precursor potentiaL2628 The relation between cKithhIL7RŒ_ DN1 celis and

the thymus seeding ceils is however stili a matter of controversy. According to one

paradigm, the development sequence starts with bone marrow Linc-Kit1°IL-7Ra

common lymphoid progenitors (CLP)-1 that gives rise to a B22Oc-KifIL-7RŒ CLP-2

population which enters the thymus and subsequently acquires the B22Oc-KifIL-7Rcf

phenotype.27’29’3° An alternative model posits that thymic cKitlhhIL7RŒ_ DN1 celis

(referred to as ETPs, early thymic progenitors) are not derived from CEPs but instead

arise from an early bone marrow derived c-KitIL-7RcCF1t3 hematolymphoid

progenitors.26’3’ Thymocytes subsequently go through DN2 (CD44CD25), DN3 (CD44

CD25), and DN4 (CD44CD25) stages before giving risc to CD4CD8 double-positive

T cells.

LNs can support in situ generation of mature single-positive (SP) T cells

following Lv. injection of DN thymocytes but not of hematopoietic stem celis into

athymic hosts.32 This means that the Jack of T cell development in the LNs under normal

conditions is due to the failure of LNs to attract T ceil progenitors or to support some

early event at the DN stage. To discover the early step in T ccli development that occurs

in the thymus and the OM-transgenic LN but flot the wild-type (wt) LN, we first analyzed
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populations of lineage-negative (Lin) celis in these organs. Ail analyses of LN celis in

this work were performed on mesenteric LNs. We discriminated three subsets of DN1

phenotype celis according to the level of c-Kit expression (negative, low or high) because

previous reports showed that this marker identifies celi subsets with different T ceil

progenitor potential.2628’33 Among thymic DNÏ celis, the vast majority of c-Kit ceils

were IL-7RŒ, CD24(HSA), and Sca-1, whereas cKitI0 ceils were IL-7RŒCD24Sca-

l, and c-Kit1 ceils were largely IL-7RcCCD24Sca-1 (Figure 1C,E). Overali, DNÏ

phenotype ceils were present in similar numbers in the thymus and wt LN and were more

abundant in the OM LN (Figure IA,B). However, notable discrepancies were found

among DNI celi subsets in the three organs. $trikingly. c-Kit DNÏ celis were present

exclusively in the thymus (Figure 1C,D). In contrast, c-Kit and CKit0 DNÏ phenotype

ceils were more abundant in the wt LN than the thymus, and even more so in the OM

LN (Figure 1D). Furthermore, among CKjtb0 DN1 celis, the percentage of Sca-1

elements was lower in the wt and OM LN Q- 1 9%) than in the thymus (— 38%) (Figure

1C).

Relative to the thymus, wt and OM LN showed an increased proportion of ceils

bearing a pre-DN2 phenotype (CD44CD25’°) (Figure lA). Detection of HES-], Deltexi,

Rag-] and CD3e transcripts indicates that DNI and pre-DN2 subsets in wt and OM LN

contain celis committed to the T lineage (Figure 2A,B). DN2 and DN3 ceils were

practically undetectable in wt LN, yet celis with a DN4 phenotype were present (Figure

1A,B). At the population level, the transcriptome of “illegitimate” wt LN DN4 phenotype

ceils was not identical to that of genuine thymie DN4 ceils, as shown by differences in
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levels of Rag-1, pre-Tc and HES-] transcripts (Figure 2E). However, at least some of

the “illegitimate” DN4 phenotype celis in the wt LN were committed to the T lineage: i)

they contained CD3e transcripts (figure 2E), ii) about 19% expressed intracytoplasmic

TCR chains (Figure 2F), and iii) when cultured for 7 days in the presence of 0P9-DLI

stromal celis, which can support ail stages of T ceil deveiopment, wt LN-derived DN4

celis generated CD4CD$ and single-positive TCRp+ T cells (Figure 2G). In contrast to

the wt LN, the numbers of celis with DN2, DN3, and DN4 phenotype were similar in

0M LN and thymus (Figure lB). Furthermore, DN2, DN3, and DN4 ceils in the 0M

LN were similar to those in the thymus with regard to the levels of several transcripts and

expression of the c-Kit protein (Figure 2C-E). The sole difference between thymie and

OM LN DN celis was the lower proportion of DN4 ceils with rearranged TCR chains

in the the 0M LN (figure 2F).

Two major points can be made from these data. first, Linc-Kit’IL-7Rc( DN1

celis, whose phenotype corresponds to that of ETPs26, are present exclusively in the

thymus. A corollary is that, at least in the OM LN, mature T celis can be produced in the

absence of c-KitIL-7Rc( DN1 celis. This extrathymic pathway is truly thymus

independent as shown in athymie mice reconstituted with 0M transgenic fetal liver or

injected with 0M.15’16”9 Second, accumulation ofpre-DN2 ceils in wt and 0M LNs, and

emergence of DN2 and DN3 celis in OM but not wt LN suggest that failure of wt LN to

support T ceil development is due to a blockade of the DNY to DN2 transition that is

alleviated in the 0M LN.
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Proliferation of DN celis

In the thymus, DN cetis proliferate extensiveiy, particuÏarly at the DN2 and DN4 stages.2’

To analvze the proliferation of DN celi subsets in the thymus and LNs, BrdU was

injected i.p., mice sacrificed 40 min later, and celi cycle status was determined by

staining with anti-BrdU Ab and 7AAD.34 In addition, the proportion of apoptotic celÏs

was estimated by Annexin V labeling. As opposed to their thymic counterparts, ail DN

phenotype ceils in the wt LN were arrested at the Gi phase ofthe ceil cycle with virtually

no celis in $ phase (f igure 3A). In the OM LN, the percentage of celis in $ phase was

similar to thyrnocytes for DN1, DN2, and DN3 ceils, but significantly lower for the pre

DN2 and DN4 subsets (figure 3A). Among DN celis in the wt LN, lack of proliferation

was correlated with higher proportion of apoptotic celis compared to the thymus and the

OM LN (Figure 3C).

Since DN1 celis found in lymphoid organs are heterogeneous (figure 1C), we

sought to provide a more accurate estimation of their mitotic behavior by assessing BrdU

incorporation in celi subsets expressing different levels of c-Kit (figure 3B). In the

thymus, BrdU DN 1 celis were mainiy found in the cKitb0 and c-Kit1’ ceil subsets (figure

33). In contrast, BrdU incorporation by DNI celis in LNs was independent of c-Kit level,

being of similar and relatively modest magnitude among c-Kit and CKitb0 celis, and

increased about two-fold in OM relative to wt LN (figure 33). Thus, celi cycle status of

DNÏ celis was coneiated with c-Kit expression in the thymus but flot wt or OM LN. The

low level of BrdU incorporation among c-Kit1° DNÏ ceils in the LNs relative to the
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thymus suggests that the LN stroma fails to provide either Kit ligand or another signal

that promotes proliferation of cKitI0 DN1 celis in the thymus.

In the absence of DN2 and DN3 ceils, the presence in the wt LN of DN4

phenotype ceils displaying evidence of T lineage commitment (Figure 1 A, 2E-G) could

be due to extensive proliferation of rare (undetectable) DN3 ceils that escaped blockade

at the pre-DN2 stage. The practical absence of cycling DN4 ceils in the wt EN (Figure

3A) argues against this assumption and suggests rather that a cryptic pathway generates

iliegitimate DN4 ceils directiy from DN1 celis.

Key differences between thymus and LN stroma involve Wnt proteins

The above data show that failure of wt LN to support T ceil development is due to an

inability to complete the DN1 to DN2 transition. This defect is largely alleviated in OM

EN. T ceil deveiopment is however not entirely thymus-like in the OM LN where

accumulation of pre-DN2 celis and reiatively iow proliferation of DN4 phenotype celis

were found. Signais required for the development of thymocytes at the DN1-DN2 stage

are initiated by key ligands that control proliferation and survival (IL-7, kit ligand, and

possibly Wnt proteins)354° and T ceil lineage commitment (Delta-iike Notch-1

iigands)41’42. Expansion ofthe DN4 ceil subset depends on expression ofthe pre-TCR (at

the DN3 stage), which has no ligand, and is probably enhanced by Wnt signals.34’40’4346

We therefore performed quantitative real-time RT-PCR on the stroma of lymphoid

organs to evaluate the expression profile of 1L7, Kit ligand, Delta-like proteins, and 6

Wnt proteins which are normaily present in the thymus.47’48 We also assessed expression
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of the fms-like tyrosine kinase-3 ligand (Jlt3L) cytokine gene, because, although it is not

essential for T celi development, it may influence the proliferation and survival of

lymphoid progenitors.49’5°

We found no deficit of the following transcripts in the wt LN relative to the

thymus: IL-7, Kit ligand, flt3L, Delta-like-] and -4, Wnt], Wnt7a, WntlOa and WntlOb

(Figure 4A). furthermore, none of these transcripts was more abundant in the OM

compared to wl LN (Figure 4A). However, two salient differences were observed

between the thymus and LNs: Wnt4 and Wnt7b transcripts were present in the thymus [as

previously reported47’48] but absent in the LN (F <0.0001 and F < 0.005, respectiveiy).

Though we cannot formally exciude that lack of Wnt7b in the LN may be biologically

relevant, we elected to focus our attention (and culture experiments described below) on

Wnt4 for the following reasons: j) Wnt4, which regulates foxNl expression, is the most

abundantly expressed Wnt family member in both embryonic thymie epithelium as well

as mature thymie cortical epithelium47’48; ii) aside from Wntl, Wnt4 is the only Wnt

protein for which a role in thymopoiesis is supported by experimentai evidence37’51, and

iii) 0P9-DL1 stromal ceils which can support ail steps of T ceil development express

Wnt4 but not Wnt7b (Figure 4A). Stromal fractions may be contaminated by a few

adherent lymphoid cells.’925 Evaluation by quantitative RT-PCR of Wnt4 transcripts in

thymus lymphoid and stromal fractions confirmed that stromal celis were the main if flot

the sole site of Wnt4 transcription in the thymus (figure 4B). Lack of Wnt4 in the LN

could be pivotai since T ccli development in the LNs (Figure lA, 3A) is impaired at two

stages where Wnt signais have been proposed to influence thymocyte development40’43’44:
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expansion of the DN2 and of the DN4 compartments. Lack of Wnt4 protein in the LN

could provide a parsimonious explanation for both defects.

Wnt and LIF/OM signaling pathways in DN phenotype ceils.

Wnt signaling is complex: there are 18 Wnt proteins in the mouse, and their target genes

differ among various ccli types.52’53 The transcriptional response specificaliy elicited by

discrete Wnt proteins, particuiariy Wnt4, has not been fuliy characterized in immature T

celis. To discover whether and how lack of Wnt signais could hamper T ceil

deveiopment, we used quantitative PCR to study the expression of genes that have been

both implicated in thymocyte development38’5456 and shown to be reguiated by Wnt

signais in various ceil types3 We performed these studies in the two subsets of DN

phenotype celis that are present in significant numbers in both the thymus and wt LN,

that is, DN1 and DN4 celis (Figure 1A,B). Wnt signaiing promotes celi proliferation by

increasing transcription of c-myb, c-myc, and c-fos, and decreasing that of junB. Key

downstream events inciude induction of cycÏin D2 by c-myc60, and repression of two

cyclin-dependent kinase inhibitors j6JNK4a and p211’) that are induced by junB

and repressed by c-fos61’62. In une with this, transcript levels of c-myb, c-myc, and cyclin

D2 were iower whiie those of junB, ]6IÀïK4a 7jCiP1/JVAf1 were higher in wt LN

compared to thymus DN celis (Figure 5A,E). However, c-fos leveis were not deficient in

the wt LN relative to thymus DN1 ceils (figure 5A). Thus, aside from c-fos levels,

transcript profiles point to a dearth of Wnt signais in DN ceils from the wt LN relative to

the thymus. This suggests that in DN ceils, Wnt4 (and possibly Wnt7b, see above) signais
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may have a non redundant effect on genes suci as c-myb, c-myc, andjun3, but are flot

essential for induction ofc-fos.

Bovine 0M binds only to the LIF receptor in mouse.1214 While extrathymic T ceÏl

development in OM-transgenic mice must therefore be induced by 0M binding to the

LIF receptor, it lias flot been determined whether this interaction occurs specifically in

immature T ceils. To address this, we studied the three subsets of DN phenotype ceils

present in both the wt and 0M LNs (DN1, pre-DN2, and DN4; cf. f igure YA,B). Signais

from the LIF receptor partially overlap with those induced by Wnt signaling63 and have a

similar impact on transcription of c-fos, junB, j614a, 2jC1VAf1 and c-rnyc6466.

Comparison of transcript leveis in the 0M relative to wt LN supports the idea that 0M

signais in DN ceils from the 0M LN compensate for the lack of Wnt signaling: leveis of

c-Jos and c-rnyc were higher while those of junB p]6INK4a and p2i”’ were

decreased in DN ceils from the 0M relative to the wt LN (Figure 5A,C,E).

Supplementary evidence for 0M signaling6769 in DN celis from the 0M LN included

upregulation of CD44 in DN1 celis (Figure 5A), of bd-2 in DN1 and pre-DN2 ceils

(figure 5B,D), of bdi-xL in pre-DN2 celis (Figure 5C), and of phosphoSTAT3 in pre

DN2 and DN4 cells (figure 5D,F).

In vitro differentiation of c-Kit1° and cKith1 progenitors

We next asked whether culture with stromal celis expressing Wnt4 couid aiiow DN1

phenotype ceils fi-om the LNs to undergo T iineage differentiation. 0P9-DLÏ express

Wnt4, aibeit at iower ieveis than thymic stromai ceils (Figure 4). Thus, we cuitured the
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foliowing subsets of DN1 phenotype celis in the presence of 0P9-DL1 stromal celis: e

Kit1 (Sca-lj celis from the thymus, as weil as the Sca-f and $ca-1 subsets of c-Kif and

•Io +c-Kit celis from the thymus, wt LN, and 0M LN. As expected, for ail ceil subsets

tested no development toward the T lineage was observed in presence of 0P9 ceils, that

is, in the absence of the Notch iigand Deita-like 1 (data flot shown). In presence of 0P9-

DLY ceils, T ceil differentiation was observed with thymie cKith1 celis, and c-Kit1°Sca-1

eells ftom the three lymphoid organs (Figure 6B). In contrast, no T ceil differentiation

(appearance of DN2 phenotype celis) was observed with c-Kif$ca-F, c-KifSca-1, and

eKitb0ScaF subsets (data flot shown). Interestingiy, the behavior in culture of c-Kif and

cKitb0 ceil subsets was not influenced by their site of origin (thymus, wt LN or OMIN)

(Figure 6). Consistent with previous studies28, cKitt (thymie) DN1 celis cuitured with

0P9-DL1 celis proliferated extensively, generated DN4 celis afier 12 days (Figure 6B)

and CD4CD8 as well as single positive T ceils afier 18 days (data flot shown). In

comparison with cKith DN1 celis, c-Kit’°Sca-lDN1 celis (from the thymus or LN5)

showed two deficits: j) in terms of absoiute numbers, they accumulated to iower levels on

day 7 and 12; and ii) their progeny showed a very iow proportion ofDN4 ceils on day 12

(Figure 6B). Furthermore, cKitb0Sca1+ differed from c-Kit DNÏ thymie ceils in that

only the former generated substantial numbers of CD 19 B ceils when cuitured on 0P9

celis (Figure 6A). Thus, when cultured with 0P9-DL1 ceils, cKitb0$ca1+ DN1 ceils

from the thymus and LN progress welI up to the DN3 stage, but expansion of their DN4

celi progeny is limited.
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The 0M transgene is under the control of the lck proximal promotor in IckOM

mice. Expression of the Ick proximal prornotor is upregulated in DN3 celis and remains

substantial in DN4, CD4CD8 and SP T cells.70 Thus, a plethora of T lineage celis

produce 0M in the ickOM EN’6”8 In contrast, when cKitI0Sca1+ DNY ceils from

IckOM LNs were plated on 0P9-DL1 ceils, their initial development took place in the

absence of 0M producing celis. Thus, they did not fare better than cKitb0$ca1+ DN1

celis derived from wt LNs (Figure GB).

0P9-DL1 stromal celis express only low levels of Wnt4, about 15% those of the

thymus stroma (Figure 4). We therefore engineered 0P9-DLY ceils expressing levels of

Wnt4 transcripts similar to the thymus (data flot shown), and tested their ability to support

the development of cKit0Sca1+ EN DN1 phenotype celis. Provision of thymus-like

amounts ofWnt4 by 0P9-DL1 stromal celis (0P9-DLÏ-W4 ceils) increased by three-foÏd

the percentage of DN4 celis generated from cKitb0$ca1+ LN DN1 celis on day 12

(figure 7A). Moreover, overexpression of Wnt4 on stromal celis allowed

EN DN1 celis to generate TCRŒI3 single-positive T ceils as early as day 12 of culture

(Figure 7A). By contrast, no single-positive T celis were produced when cKitI0$ca1+

LN DN1 celis were cultured for up to 25 days with 0P9-DLY stromal ceils (data not

shown). In addition to enhancement of DN4 celis expansion, Wnt4 may regulate

differentiation events downstream of the DN4 stage since it induced a modest but

reproducible shortening of the time required for transition from the DN4 to single-

positive phenotype (Figure 7B). Thus, increased expression of Wnt4 on 0P9-DL1-W4

celis was sufficient to allow LN c-Kit’°Sca-1 ceils to generate mature T celis.
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Discussion

It lias previously been shown that two types of LinSca-1 progenitors can generate T

celis in the thymus: c-KitIL-7RcC and cKitI0IL7RŒ+.262729 We report herein that tliese

progenitors fail to generate T celis in the wt LN for different reasons: c-KitIL-7Rc( are

absent in the LNs, while c-Kit1°IL-7RŒ are present but ceil cycle affested (Figure 1D).

Considering that the relation between cKithhIL7RŒ and cKitI0IL7RŒ+ DNÏ ceils is

unclear26’27, the absence of cKithhIL7RcC DN 1 celis in the wt and OM LN means that

LNs eitlier fail to attract these progenitors or fail to support their in situ generation from

c-Kït or cKitb0 ceils. On the contrary, cKitl0IL7RŒ+ are more abundant in the wt LN

than the thymus and even more so in the OM LN (Figure ÏD). Nevertheless, full

differentiation of cKitI0IL7RŒ+ progenitors cannot take place in the wt LN because of

the absence of signais that may be provided by Wnt4 (and possibly Wnt7b) in the thymus

and by 0M in the OM-transgenic LN. Accumulation of Linc-Kit1°IL-7RŒ ceils in OM

LNs appears to 5e a local phenomenon because we found no increase of Linc-Kit’°IL

7RŒ ceil numbers in the bone marrow of 0M mice (data flot shown). It is tempting to

speculate that accumulation of LincKitl0IL7RŒ+ celis may be related to the

proliferation of high endothelial venules found in 0M LNs.’9. A corollary warranting

further investigation is that EN high endothelial venules might express a unique ligand

important for homing of LincKitl0IL7RŒ+ progenitors.

This work strongiy suggests that in the wt LN the T lineage differentiative

potential of LincKitI0IL7RŒ+ celis is thwarted by the absence of Wnt signaling. First,
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Lin DN ccli subsets in the wt LN are characterized by three features reported in the

thymus of mutant mice with disruption of the Wnt signaling pathway: blockade of

DNÏ—*DN2 transition with accumulation of pre-DN2 celis (Figure 1), presence of

illegitimat& DN4 celis in absence of DN2 and DN3 ceils (Figure 1), and celi cycle

arrest of DN4 celis (Figure 3). Indeed, transcription factor Tcf-1 is essential for DN1

thymocyte to reach the DN2 stage, and accumulation ofpre-DN2 ceils has been reported

in the thymus of mice with impaired GTPase Rho or c-Kit signaling (GfiFj.71’72

Moreover, illegitimate DN4 ceils were found in the thymus of c-Kit deficient (Vickid)

and FoxNl -mutant mice, and non cycling DN4 celis were reported in Brg-deficient

mice.24’34’73 The common link among Tcf-1, GTPase Rho, c-Kit, Brg, and FoxNl is that

they are involved in Wnt signaling.47’53’58’74 Second, among key ligands that are produced

by stromal celis and that can regulate early steps of T celi development, Wnt4 and Wnt7b

were the sole transcripts that were deficient in the LNs relative to the thymus (Figure

4A). Third, expression profihing (Figure 5) incriminates deficient Wnt signaling as a

plausible explanation for the proliferative defect of wt LN relative to thymus DN celis

(Figure 3). fourth, in vivo exposure to high levels of LIF receptor-binding cytokines (0M

and LIF) amplifies tremendously the T lineage differentiative potential of LN Linc

Kit1°IL-7Ra cells.’4’16”8 These cytokines lead to downstream events that significantly

overlap with those induced by Wnt signaling [63 and figure 5]. Fifih, when cultured with

0P9-DL1 stromal ceils expressing thymus-like levels of Wnt4, wt LN Linc-Kitt°Sca

ÏIL-7RŒ progenitors generate single-positive T ceils (Figure 7). Nevertheless,

generation of Wnt transgenic mice will be essential to directly evaluate whether T celi

development in the LN is normally hampered solely by the lack ofWnt signais.
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In contrast to c-Kit1°IL-7Ra celis, thymic c-KitIL-7Rf celis did flot require

high levels of Wnt4 to generate T celÏs in vitro (Figure 6). Two possibilities could explain

this unexpected discrepancy between the two types of progenitors: c-Kit1’IL-7Rcf celis

do flot require Wnt signais or they can use Wnt ligands other than Wnt4. Considering the

great controversy over the involvement of Wnt signaling in T ceil development39’40’51’53,

both scenarios must be considered perfectly plausible. NotabÏy, our in vitro culture data

support the growing consensus that the proliferation rate and T ceil generation potential

of thymie c-Kit1’IL-7Rc( are unmatched by other DNÏ ceil subsets.26’28 Major questions

are why cKitt1L7RŒ_ ceils are found only in the thymus and whether these cefls could

generate T ceils as efficiently in the LN as in the thymus. Nonetheless, one concept

emerging from our work is that, in stark contrast with what is seen in the thymus, T celis

production in the LNs occurs in the absence of cKithhhIL7RcC celis. This raises the

interesting question of whether progenitor type (c-Kit1IL-7RŒ vs. cKitI0IL7RŒ+)

influences the behaviour and function of their T cell progeny.

Whether they were from the thymus or LNs, cKitb0$caftIL7RŒ+ populations

had the sanie behavior when cultured in vitro (figure 6). Their phenotype and their

abiiity to generate T and B ceils suggest that they are closely related to bone marrow

common lymphoid progenitors (CLP)27’29, though clonogenic assays wouÏd be required to

formally demonstrate that these populations contain bipotent precursors of T and B celis.

0f note, CLPs injected to athymie hosts were recently shown to rapidly generate

functional CD$ T in elusive extrathymic sites.75 The present study suggests that the LN is
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a primary (if not the sole) site where CLPs cari generate T celÏs. furthermore, coupled to

the present work, demonstration that high numbers of extrathyrnic CD4 $P celis are

produced in the OM LNs1517 indicates that CLP-phenotype ceils can generate not only

CD8, but also CD4 T celis in a thymus-independent fashion. Demonstration that the T

celi generation potential of CLP-phenotype celis is dramatically amplified by Wnt4 could

be relevant for treatment of subjects with T celi lymphopenia considering the recent

demonstration that CLP-derived T celis can protect against lethal murine

cytomegalovirus infection.75 Caution is aiways wananted when extrapolating data on

mouse hemato-Iymphoid precursors to human.76 Nevertheless, the high level of

conservation of the Wnt pathway and the 98% amino acid identity between mouse and

human Wnt4 suggest that our data on Wnt4 may apply to human. The use of Wnt4

protein could therefore have a pivotai role in developing ex vivo culture systems for

generating therapeutically relevant numbers of T lymphocytes from extrathymic

lymphoid progenitors.
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Figure Legends

Figure 1. Surface phenotype of Lin ceil subsets in the wt thymus, wt LN, and OM

LN. (A) To estimate the proportion of celis with DN1-DN4 phenotype, lymphoid celis

were stained for CD25, CD44, and lineage markers (CD3, CD8a, CD$13, CD11b,

CD45R!B220, Ly6C, Ly6G, NKY.1, TER-119, TCR3, and TCRy). Numbers in the

various quadrants correspond to percentage of Lin celis stained with CD25 and CD44.

(B) Number of ceils with DN 1 -DN4 phenotype in the three lymphoid organs (mean ±

+
SD; n = 3). (C) Expression of c-Kit on DNY phenotype celis (Lin CD44 CD25), and of

$ca-1 on both CKjtl0 and CKjtuh1 subsets are shown for each organ. (D) Number of c-Kit,

cKitb0, and c-Kit DN1 phenotype celis per 106 lymphoid ceils. Gated LinCD44CD25

ceils were stained for c—Kit (mean + $D; n = 3). No DN1 phenotype c-Kit’ celis were

detected in the wt and OM LNs (*). (E) Thymie DN1 subsets defined according to c-Kit

levels were further characterized for expression of IL-7RŒ, H$A (CD24), and Sca- 1.

Negative control staining is shown as dotted unes in IL-7Ru and $ca-1 panels. MfI is

shown for IL-7RŒ staining. Data in (A), (C) and (E) are representative of one experiment

out ofthree.

Figure 2. T celi commitment of lymphoid progenitors in the LNs. RT-PCR analysis of

DN1 (A), pre-DN2 (B), and DN4 (E) celis sorted from wt thymus, wt LN and OIvf LN.

One step RT-PCR was done on the same mRNA samples for transcripts of interest and

Hprt. (C) c-Kit expression on DN2 and DN3 subsets from wt thymus (dotted une) and

OM LN (solid une). Intracellular TCR (icTCR3) chain expression in DN3 (D) and
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DN4 (f) subsets. (G) 1 O sorted DN4 ceils (LinCD8CD44CD25) harvested from wt

LNs were co-cultured on 0P9-DL1 celis and analyzed for T celi development afler 7

days of in vitro culture. Numbers indicate ceil population percentages. In (f) and (G),

dotted unes represent staining with isotype control antibodies.

Figure 3. Survïval and proliferation of UN ceils are impaired in wt LN. (A) Analysis

of celi cycle status of DN phenotype ceils. forty min afler injection of 1 mg BrdU i.p.,

mice were sacrificed, and celis were stained with 7AAD and antibodies against BrdU,

CD25, CD44 and lineage markers. Numbers correspond to the percentages of ceils in the

G110, S, and G2+M phase ofthe ceil cycle. One representative experiment out ofthree. (B)

Lin CD44c-Kit subsets in cycling thymocytes. Mice received two injections (lmg each)

of BrdU at 2h interval. 24h later, prepared ceils were stained with antibodies against

BrdU, CD44, c-Kit and lineage markers (which included CD25). One representative

experiment out of three. (C) Percentage of AnnexinV ceils in wt thymus, wt LN, and

OMLN.

Figure 4. Quantitative real time PCR analysis on thymic and lymph node stromas

and 0P9 DL-1 ceils. (A) mRNA expression profile of selected genes in the stroma of wt

thymus and LN, OM LN, and 0P9 DL-1 cells. (B) levels of Wnt4 transcripts in the

stromal and lymphoid fraction of lymphoid organs. mRNA values where normalized

according to Hprt and thymie stroma mRNA levels were set as Ï. Data are mean ± $D

from three or four independent experiments (* indicates no detectable mRNA afler 50

amplification cycles). Differences between groups were evaluated with Student’s t test.
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Levels of statistical significance for comparison of wt thymus vs. wt LN are P < .04, §

P<.005, and P <.0001. Levels of DL-1 transcripts for 0P9 DL1 ceils (715 ± 55) are

not shown on the graph.

Figure 5. Wnt and LIF/OM signaling pathways in DN celis. Real-time RT-PCR assays

and FACS analysis measuring gene and protein expression in DNY (A, B), pre-DN2 (C,

D). and DN4 (E, F) celis sorted from lymphoid organs. The mRNA levels of the wt

thymus for DN Ï (A) and DN4 (E) celis, and of wt LN for pre-DN2 (C) ceils were set as 1.

Hprt mRNA levels were used to normalize cDNA content among subpopulations. Data

are mean ± $D from three independent experiments. Differences between groups were

evaluated with Student’s t test. Levels of statistical significance for comparison of wt

thymus vs. wt LN are < .02 and **P < .003, and for comparison of wt LN vs. OM

LN, tP < .04, ttP < .008, and tttP <2x106. For protein expression, intracellular (bd-2

and phospho-$tat3 (P-$tat3)) and surface staining (CD44) were clone (B, D and F) on wt

thymus (black une), wt LN (shaded histograms) and OM LN (thick grey une) DN celis.

Secondary antibody was used as a negative control for P-Stat3 staining (dotted une).

figure 6. cKitb0IL7RŒ+ and c-Kit1”IL-7RŒ progenitors display different

differentiation potential wlien grown on 0P9 and 0P9-DL1 cells. The following

subsets of LinCD44CD25 DN1 ceils were sorted: cKitb0Sca1+ celis from the thymus,

wt LN and OM LN, and cKithScaI+ celis from the thymus. These DN1 ceil

populations were plated on confluent monolayer of (A) 0P9 celis or (B) 0P9-DLÏ celis,

and analyzed by flow cytometry at the indicated time points. Fold expansion was
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rneasured by dividing the number of celis harvested by the number of ceils initially plated.

The analysis is ofone representative experiment out ofthree.

Figure 7. LN cKitI0IL7RcL+ progenitors can complete T ccli development when

grown on 0P9-DL1-Wnt4 ceils. (A) 4x103 sorted DN1 ceils (LinCD44CD25Scaf1c-

kit’°) from wt LN were plated on 6-well tissue culture plates containing a confluent

monolayer of 0P9-DL1 ceils expressing or not Wnt4, and analyzed by flow cytometry

afier 12 days in culture. (B) 1 0 sorted DN4 celis (LinCD44CD25) harvested from wt

LN were co-cultured on 0P9-DL1 ceils overexpressing or not Wnt4, and analyzed on day

7. Numbers indicate ceil population percentages. The analysis is of one representative

experiment out oftwo.
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Figure 1-1
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Figure 1-4
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Figure 1-7
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