Université de Montréal

Controle circadien de la réponse des lymphocytes T CD8 a la présentation antigénique

Par
Chloé C. Nobis

Département de microbiologie, infectiologie et immunologie Faculté de Médecine

Université de Montréal

Thése présentée en vue de I’obtention du grade de PhD de la Faculté des Etudes Supérieures en

microbiologie et immunologie

Juin, 2019

© Chloé¢ C. Nobis, 2019






Université de Montréal

Unité académique : Département de microbiologie, infectiologie et immunologie, Faculté de

Médecine

Cette these intitulée

Controle circadien de la réponse des lymphocytes T CDS8 a la présentation antigénique

Présente par

Chloé C. Nobis

A été évalué(e) par un jury composé des personnes suivantes

Jacques Thibodeau
Président-rapporteur

Nathalie Labrecque
Directeur de recherche

Nicolas Cermakian
Codirecteur

Jean-Francois Gauchat
Membre du jury

Sheela Ramanathan
Examinateur externe






Résumé

Les rythmes circadiens controlent de nombreux aspects de la physiologie chez les
mammiferes. Parmi ces processus physiologiques, les horloges circadiennes controlent entre autres
la réponse immunitaire innée et adaptative. Depuis des décennies, de nombreuses études ont
commencé a couvrir ce sujet. Cependant, le contrdle circadien de la réponse adaptative reste peu
¢tudié. Dans le cadre de ce projet de recherche de doctorat, nous avons exploré le role des rythmes
circadiens dans la réponse des lymphocytes T CD8 a la présentation antigénique par des cellules

dendritiques.

Des travaux du laboratoire publiés par Erin E. Fortier et al. ont mis en évidence une
différence jour/nuit dans I’expansion des lymphocytes T CD8 dont le récepteur T (TCR) est
spécifique au complexe K°\OVA exprimé par les cellules dendritiques ainsi que dans le nombre de
lymphocytes T CD8 CD44" IFN* spécifiques pour I’antigéne de 1’ovalbumine (OVA)!. En effet, la
réponse des lymphocytes T CD8 est plus importante aprés une vaccination faite en milieu de jour
(zeitgeber time (ZT) 6) par rapport a une vaccination faite en milieu de nuit (ZT18). Cependant,
ces travaux de recherche n’ont pas démontré le réle des horloges circadiennes dans le rythme de

réponse des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique.

Mes travaux de recherche de doctorat ont dans un premier temps confirmé I’implication des
horloges circadiennes dans le rythme de réponse des lymphocytes T CD8 a la présentation
antigénique. Nous avons ensuite démontré la contribution des horloges circadiennes des cellules
dendritiques ainsi que le rdle essentiel des horloges circadiennes des lymphocytes T CD8 dans ce
rythme de réponse. De plus, nous avons montré que ce rythme avait un impact sur la capacité des
lymphocytes T CD8 a contrdler une infection bactérienne (Listeria monocytogenes). En effet, les
variations jour/nuit de la charge bactérienne dans la rate et le foie des souris de type sauvage étaient
abolies dans les souris déficientes pour le géne des horloges circadiennes Bmall dans les
lymphocytes T CD8. Dans un second temps, nous avons mis en évidence suite a 1’analyse du
transcriptome des lymphocytes T CD8 de souris naives collectés toutes les 4 heures sur 48 heures
que ces cellules sont plus enclines a étre activées le jour et a I’opposé plus enclines a étre inhibées
la nuit. Ces résultats correlent avec le rythme de réponse des lymphocytes T CD8 a la vaccination.

Dans un dernier temps, nous avons confirmé que le rythme de réponse des lymphocytes T CDS8 a



la présentation antigénique agissait de maniere précoce dans 1’activation de ces cellules. Pour cela
nous avons irradié¢ des souris de type sauvage et nous les avons ensuite reconstituées avec une
moelle osseuse contenant 1% de précurseurs de cellules OT-I (Ilymphocytes T CD8 spécifiques au
complexe K°OVA, exprimant la chaine du TCR VB5. Aprés vaccination de ces souris en milieu de
jour subjectif (circadian time (CT) 6) ou en milieu de nuit subjective (CT18), nous avons observé
un rythme de la réponse des lymphocytes CD8 pour différents marqueurs impliqués dans la réponse
précoce des lymphocytes T CD8, telles que CD69, CDS, IRF4, et la phosphorylation de S6
(marqueur de I’activit¢ de mTOR) et de AKT.

L’ensemble des recherches de mon doctorat ont permis de mettre en évidence un tout
nouveau mécanisme impliquant les horloges circadiennes dans la réponse des lymphocytes T CD8
en réponse a une vaccination. Une meilleure compréhension du fonctionnement des horloges
circadiennes dans la réponse immunitaire permettra de mettre en place des nouveaux traitements
personnalisés en fonction du type d’infection et du type de maladie, délivré a un certain moment

de la journée dans le but d’améliorer I’efficacité tout en réduisant les effets secondaires.

Mots-clés : Lymphocytes T CD8, cellules dendritiques, vaccination, TCR, transcriptome, rythmes

circadiens, horloges circadiennes.



Abstract

Circadian rhythms control various aspects of the physiology in mammals. Among these
processes, circadian clocks control the innate and the adaptive immune responses. Since few
decades, numerous studies started to uncover the role of the circadian system in the immune
response. However, the circadian control of the adaptive immune response remains poorly studied.
My PhD work focused on the circadian control of the CD8 T cell response to vaccination by

dendritic cells.

Erin E. Fortier et al. published in The Journal of Immunology that wild type mice
vaccinated with antigen presenting cells loaded with the OV A peptide present a day/night variation
of the CD8 T cell response after a vaccination done during the middle of the day (zeitgeber time
(ZT) 6) compared to a vaccination done during the middle of the night (ZT18)'. Indeed, the
proportion of CD8 K?OVA™ cells and the proportion of CD8 CD44" IFN* T cells were higher
during the middle of the day than the middle of the night. However, this work showed a diurnal

but not a circadian rhythm, that remained to be confirmed.

The first part of my PhD research confirmed a role of the circadian system in the rthythm of
the CD8 T cell response to vaccination. We showed a contribution of the dendritic cell clock as
well as an essential role of the CD8 T cell clock. Moreover, this rhythm impacts the ability to
control an infectious challenge as shown by a circadian variation in bacterial load (Listeria
monocytogenes) in wild type but not in mice lacking clock in mature CD8 T cells. The second part
of my research focused on the analysis of the transcriptome of CD8 T cells from naive mice
collected every 4 hours over 48 hours. We showed that CD8 T cells are more prone to be activated
during the day and at the opposite are more prone to be inhibited during the night. These results
are correlated with the rhythm of the CD8 T cell response to vaccination. Finally, during the third
part of my PhD, we confirmed that the rhythm of the CD8 T cell response to antigen presentation
was acting at the early stage of the CD8 T cell activation. We used wild type mice reconstituted
with bone marrow cells containing 1% of OT-I precursor cells (CD8 T cells restricted for the
KPOVA complex, expressing the receptor chain of the TCR for the OVA peptide, VB5) and
vaccinate these mice during the middle of the subjective day (CT6) or during the middle of the
subjective night (CT18). At the early stage of the CD8 T cell response to vaccination, we showed



a higher expression of several activation markers after a vaccination done during the middle of the
day than during the middle of the night, such as CD5, CD69, IRF4 and the phosphorylation of S6
(marker of the mTOR activity) and AKT.

Altogether, my PhD work highlights a new mechanism involving the circadian system in
the control of the immune response. A better understanding of how circadian clocks act on the
immune response will allow implementing new treatment strategies in order to increase their

efficacy as well as to decrease side effects.

Keywords: CD8 T cells, dendritic cells, vaccination, TCR, transcriptome, circadian rhythms,

circadian clocks.
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CDRI1: Complementarity determining region 1

CDR2: Complementarity determining region 2

CDR3: Complementarity determining region 3

CFP: Cyan fluorescent protein

CFSE: Carboxyfluorescein succinimidyl ester

CFU: Colony Forming unit

Clock: Circadian locomotor output cycles protein kaput
CMH-I: Complexe majeur d’histocompatibilité de type I
CMH-II: Complexe majeur d’histocompatibilité de type II
Cryl: Cryptochrome 1

Cry2: Cryptochrome 2

CSF-1: Colony stimulating factor 1

CSF-2: Colony stimulating factor 2

CT: Circadian time
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cTEC: Cellule épithéliale thymique corticale

CTLAA4: Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4

CX3CRI1: C-X3-C motif chemokine receptor 1

CXCL1: C-X-C motif'ligand 1

CXCR4: C-X-C motif chemokine receptor 4

d-SMAC: Distal region of the supramolecular activation complex

AJA: Souris Bmal11°¥1°% — E8]-Cre™” (Souris déficientes pour le géne Bmall dans les lymphocytes

T CD8 matures)

DAG: Diacylglycerol

DAMP: Danger associated molecular pattern
DC-LPS: Cellule dendritique activée avec le LPS
DC-OVA: Cellule dendritique activée avec le LPS puis chargée avec le peptide OVA
DD: Dark dark (constante obscurité¢)

DMH: Hypothalamus dorsomédian

DN: Thymocyte double négatif

DP: Thymocyte double positif

DTR: Diphtheria toxin receptor

EAE: Experimental autoimmune encephalomyelitis
ENU: N-nitroso-N-éthylurée

Eomes: Eomesodermin

f/f: Souris Bmall%¥1°x _ ESI-Cre™ (Souris sufficientes pour le géne Bmall dans les lymphocytes

T CD8 matures)
FASL: Fas ligand
FBS: Fetal bovine serum

FDR: False discovery rate
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Fig: Figure

Flt3: Fms-like tyrosine kinase 3

Flt31: Fms-like tyrosine kinase 3 ligand
FOXO-1: Forkhead box 1

GABA: Gamma-aminobutyric acid

GHT: hypothalamique géniculaire

GITR: Glucocorticoid-induced TNFR family related gene
Glu: Glutamine

GLUT-1: Glucose transporter 1

gMFT: geometric mean fluorescence intensity
GR: Récepteur au glucocorticoide

GRP: Gastrin-releasing peptide

GSK3B: Glycogene synthase kinase 3 béta
HEPES: Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
HIV: Human immunodeficiency virus

HLA: Human leukocyte antigen

HSC: Hematopoietic stem cell

HSV: Herpes simplex virus

ICAM: Intercellular adhesion molecule

ID2: Inhibitor of DNA binding 2

ID3: Inhibitor of DNA binding 3

IFNB: Interféron 3

IFN: Interféron y

IgG: Immunoglobuline G
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IGL: hypothalamique géniculaire

IgM: Immunoglobuline M

IL: Interleukine

ILC: Innate lymphoid cell

IP3: Phosphoinositide 3-kinase

IRF4: Interferon regulator factor 4

IRFS: Interferon regulator factor 8

ITAM: Immunoreceptor tyrosine-based activation motif
JAK1: Janus kinase 1

JAK?2: Janus kinase 2

INK: c-Jun N-terminal kinase

KLRGI1: Killer cell lectin-like receptor G1

LAT: Linker for activation of T cells

LC: Langerhans cell

LCK: Leukocyte C-terminal Src kinase

LCMV: Lymphocytic choriomeningitis virus

LD: light dark (12 heures lumiere/12 heures obscurité)
LM: Listeria monocytogenes

LM-OVA: Listeria monocytogenes - OVA

LPS: Lipopolysaccharide

LXR: Liver X receptor

MAMP: microorganism-associated molecular pattern
MAPK: Mitogen-activated protein kinase

MLR: Mixed leukocyte reaction
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MMP9: Matrix metallopeptidase 9

moDC: Monocyte derived dendritic cell

MOG: Myelin oligodendrocyte protein

MPEC: Memory precursor effector cell

MR: Raph¢é médian

MT1: Récepteur a la mélatonine 1

MT2: Récepteur a la mélatonine 2

mTEC: Cellule épithéliale thymique médullaire
mTOR: Mammalian target of rapamycin

NaCl: Sodium chlorure

NF-«B: Nuclear factor kappa B subunit 1

NFAT: Nuclear factor of activated-T cell

NFIL3: Nuclear factor interleukin 3 regulated
NLR: Nod like receptor

NO: Nitric oxide

NP-CGG: Chicken gamma globulin

Npas2: Neural PAS domain protein 2

NPY: Neuropeptide Y

Nrldl: Nuclear receptor subfamily 1 group D member 1
NSC: Noyaux suprachiasmatiques

OVA: Peptide de I’ovalbumine

p-SMAC: Proximal region of the supramolecular activation complex
PACAP: Polypeptide activant ’adénylate cyclase

PBMC: Peripheral blood mononuclear cell
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PBS: Phosphate buffer saline

PCR: Polymerase chain reaction

PD1: Programmed cell death 1

pDC: plasmacytoid dendritic cell

PDK1: Pyruvate dehydrogenase kinase 1
PDL1: Programmed cell death 1 ligand
PE: Phycoerythrin

Perl: Periodl

Per2: Period?

PER2::LUC: PER2::LUCIFERASE
Per3: Period3

PFA: Paraformaldéhyde

PHA: Phytohémagglutinine

PI3K: Phosphoinositide 3 kinase

PIP2: Phosphatidylinositole(4,5)biphosphate (PtdIns(4,5)P2
PIP3: Phosphatidylinositole (3,4,5)-triphosphate
PKC: Protéine kinase C

PLC: Phospholipase C

pré-DC: Pré cellule dendritique

PRR: Pattern recognition receptor
PTEN: Phosphatase and tensin homolog
Rag?2: Recombination-activating gene 2
RFI: Relative fluorescence intensity

RHEB: Ras homolog enriched in brain
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RHT: Systeme hypothalamique rétinien
RIG-1: Retinoic acid inducible gene 1

ROR: RAR related orphan receptor A

ROS: Reactive oxygen species

RPMI: Roswell park memorial institute medium
RUNX3: RUNX family transcription factor 3
S1P1R: Sphingosine-1-phosphate receptor 1
SEM: Standard error mean

SIRPa.: Signal regulatory protein alpha
SLEC: Short lived effector cell

SP: Thymocyte simple positif

STAT: Signal transducer and activator of transcription
TBET: T-box 21

TCR: T cell receptor

tDC: Thymic dendritic cell

TetOVA: Tetramere OVA

TGFB1: Transforming growth factor beta 1
Thl: Lymphocyte T helper 1

Th17: Lymphocyte T helper 17

Th2: Lymphocyte T helper 2

TLR: Toll like receptor

TNFo: Tumor necrosis factor alpha

TNFR: Tumor necrosis factor receptor

TRAF: Tumor necrosis factor receptor-associated factor
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TRAIL: Tumor-necrosis factor related apoptosis inducing ligand

TRAILR: Tumor-necrosis factor related apoptosis inducing ligand receptor
VCAM: Vascular cell adhesion molecule

VIP: Vasoactive intestinal peptide

VSV: Vesicular stomatitis virus

ZAP70: Zeta chain of T cell receptor associated protein kinase 70

ZT: Zeitgeber time
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« Deviens ce que tu es »,

Nietzsche (1844-1900)

A toi, Louis.
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Chapitre 1 — Introduction

1. La réponse immunitaire

1.1 Généralités

Le systéme immunitaire met en place divers mécanismes afin de controler les infections,
les maladies auto-immunes, et les cancers. Le systéme immunitaire se divise en deux systémes
interconnectés, composés d’un bras inné et d’un bras adaptatif. L’ensemble des cellules composant
le systéme immunitaire est issu d’un précurseur commun dérivé de la moelle osseuse et sont donc
d’origine hématopoiétique. Ainsi, le systéme immunitaire inné agit immédiatement et induit une
réponse immunitaire précoce suite a une infection entre autres, mais ne permet pas la génération
de mémoire immunitaire. La génération de mémoire immunitaire se fait via le systéme immunitaire
adaptatif qui met en place des réponses spécifiques pour un antigéne donné permettant une
protection sur le long terme lorsque I’organisme sera une nouvelle fois en contact avec ce méme

antigene.

La réponse immunitaire innée

L’épiderme représente la premicre barriere physique contre le développement d’une
infection. En effet, il est constitu¢ de cellules épithéliales organisées ensemble via des jonctions
serrées, entre autres, et représente une barriere entre le milieu intérieur et le milieu extérieur
contenant les microbes. Ainsi I’intégrité de 1’épiderme est essentielle a la protection de I’organisme
contre des pathogenes. Cependant, une altération de ces surfaces épithéliales a la suite d’une
coupure, brilure, etc. entraine une perte d’intégrité¢ du tissu conduisant a ’entrée d’un pathogene
dans ’organisme. Ainsi pour contréler le début d’une infection, les cellules de la réponse
immunitaire innée agissent immédiatement. La réponse immunitaire innée est déclenchée suite a
la reconnaissance de signaux de dangers (DAMP : danger-associated molecular patterns)
provenant de cellules en apoptoses, mais également en réponse a la reconnaissance de motifs
(MAMP : microorganism-associated molecular patterns) conservés chez les virus et les bactéries.
Ces signaux vont étre captés par des récepteurs qui vont reconnaitre des motifs communs aux

pathogenes (PRR : pattern recognition receptors), tels que les récepteurs de type Toll (TLR : toll



like receptor), les récepteurs de type Nod (NLR : nod like receptor), etc. La famille des TLR,
initialement découverte chez la drosophile?, est composée de 13 récepteurs différents dont 10 ont
été retrouvés chez 1’humain®. Ces récepteurs sont soit localisés a la surface de la cellule sur la
membrane plasmique et permettent la reconnaissance de motifs communs aux bactéries (TLR1, 2,
4,5, 6 et 10) ou soit localisés dans la membrane des endosomes des cellules et reconnaissent des
acides nucléiques (TLR3, 7, 8 et 9). La reconnaissance de ces motifs par les cellules immunitaires
innées va entrainer le déclenchement de réponses antibactériennes et antivirales ainsi que
I’activation du systéme immunitaire adaptatif. Le systéme immunitaire adaptatif se mettra ainsi en

place pour enrayer I’infection causée par I’entrée d’un microorganisme.

Il est intéressant de noter que plusieurs études ont mis en évidence le role des horloges
circadiennes dans 1’expression de certains de ces TLR (TLR3, 5, 8 et 9), donnant une nouvelle
dimension dans le controle de la réponse immunitaire via d’autres systémes* > 6. En effet,
I’expression de ces TLR varie selon le moment de la journée. Ces horloges circadiennes
responsables des rythmes circadiens permettent a 1’organisme d'anticiper tout changement de

I’environnement di au cycle jour/nuit.

La réponse immunitaire adaptative

La réponse immunitaire adaptative repose sur de nombreuses cellules d’origine
hématopoiétique, comprenant les lymphocytes T et les lymphocytes B. Cette réponse est spécifique
a un antigéne donné via la reconnaissance d’un peptide antigénique présenté par une molécule du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) au récepteur des cellules T (TCR : T cell receptor)
ou via la reconnaissance de protéines par le récepteur des cellules B (BCR : B cell receptor). Dans
le cadre de mon projet de recherche de doctorat, seule la réponse T est pertinente et sera décrite et
discutée. Ainsi, suite a 1’activation des lymphocytes T naifs, ces cellules vont proliférer et se
différencier en lymphocytes T effecteurs matures capables d’éliminer 1’infection causée par un
pathogeéne ou d’éliminer des cellules tumorales. Ensuite, une partie de ces lymphocytes T vont
survivre et se différencier en lymphocytes T mémoires qui auront pour fonction d’intervenir plus

rapidement lors d’une seconde infection par le méme pathogéne.
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1.2 Les cellules présentatrices d’antigénes

Les cellules appartenant a la famille des cellules présentatrices d’antigénes sont les cellules

dendritiques, les macrophages et les lymphocytes B”>%°.

L’efficacité¢ des cellules présentatrices d’antigénes repose sur leur capacité a capter un
antigéne d’origine exogeéne via phagocytose, endocytose médiée par des récepteurs ou pinocytose,
et également via I’expression a leur surface de différentes molécules et/ou récepteurs. En effet, les
cellules présentatrices d’antigénes en plus d’exprimer les complexes CMH-I et CMH-II ainsi que
des molécules de costimulation (CD80/CD86) pour activer les lymphocytes T, doivent exprimer
des PRR, tels que les TLR et les NLR, mais également I’expression de RIG-1 (retinoic acid
inducible gene I). Ces récepteurs sont impliqués dans la reconnaissance de signaux de dangers'”
permettant de contrdler trés tot le développement d’une infection en limitant 1’invasion d’un
microorganisme ou le développement d’une tumeur en éliminant les cellules anormales. Les
cellules présentatrices d’antigénes doivent ¢galement sécréter des cytokines suite a leur activation

pour activer et induire la différenciation des lymphocytes T naifs en lymphocytes T effecteurs'!.

Parmi les cellules présentatrices d’antigenes, seules les cellules dendritiques sont

considérées comme des cellules présentatrices d’antigénes professionnelles.

1.3 Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont considérées comme des cellules présentatrices d’antigénes
professionnelles par rapport aux macrophages et aux lymphocytes B comme I’a démontré une étude
mesurant 1’activation et la prolifération des lymphocytes T lors d’expériences de réactions
lymphocytaires mixtes (MLR : mixed leukocyte reactions)®°. Ces études de MLR ont démontré
que les cellules dendritiques n’avaient besoin que d’une faible quantité d’antigeénes par rapport aux
macrophages et aux lymphocytes B (100 fois moins environ) pour activer un lymphocyte T faisant
de ces cellules des acteurs majeurs dans la présentation antigénique” '2. De plus 1’élimination des
cellules dendritiques via I’usage du modele murin CD11¢c-DTR (DTR : diphtheria toxin receptor)
a permis de démontrer que ces cellules sont nécessaires a I’activation des lymphocytes T CDS8 dans

un contexte a la fois d’infection virale'?, d’infection bactérienne'* et d’infection parasitaire'*.
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Dans un contexte non infectieux, les cellules dendritiques considérées comme des
sentinelles sont localisées dans la zone marginale et la zone T de la rate ou dans les tissus non
lymphoides dans le but de capter des antigénes tissulaires et de recirculer dans le sang et le réseau
lymphatique. Les cellules dendritiques s’activent en réponse aux signaux de dangers, les DAMP et
les MAMP qu’elles vont percevoir via leur PRR (TLR, NLR, etc.) et vont ensuite devenir matures,

entrainant différentes modifications de leur phénotype telles que' :
- Une augmentation de I’expression des CMH-I et CMH-II a la membrane plasmique,
- Une diminution de la capture d’antigéne,

- L’acidification de la voie endosomale permettant la dégradation des antigénes en

peptides antigéniques,

- L’augmentation de I’expression de récepteurs aux chimiokines permettant la migration
des cellules dendritiques vers les organes lymphoides secondaires ou elles activeront

les lymphocytes T.

Développement des cellules dendritiques

Les cellules dendritiques décrites comme des cellules adhérentes par le Dr Ralph Steinman
en 1973, sont les sentinelles de la réponse immunitaire'® . Les cellules dendritiques jouent un role
a la fois dans la réponse innée lors de la phagocytose d’antigene, mais également dans la réponse
adaptative lors de la présentation antigénique aux lymphocytes T. Ces cellules se développent a
partir d’une cellule souche hématopoiétique (HSC : hematopoietic stem cell) présente dans la
moelle osseuse donnant ainsi une cellule progénitrice myéloide (MDP) qui va ensuite se
différencier en cellules progénitrice commune (CDP) ou en monocytes qui donneront des moDC,
des monocytes ou des cellules de langerhans (LC). Les cellules CDP vont se différencier soit en
cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) ou soit en cellules pré-DC qui donneront les cellules
dendritiques classiques de type 1 (cDC1) ou de type 2 (¢cDC2). Les LC se développent également
via un précurseur d’origine embryonnaire'® (Figure 1). Une récente étude a également mis en

évidence un lignage distinct du lignage myéloide dans le développement des cellules pDC'.
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Figure 1.— Développement des cellules dendritiques

Représentation schématique du développement des cellules de la lignée myéloides basée sur la
revue de Eisenbarth et al. '8,

L’ensemble des choix de différenciation des cellules dendritiques répond a différents

stimuli tels que les cytokines (FItI3L : Fms-like tyrosine kinase 3 ligand®® ! 22 23, 24, 25, 26,27, 28_

CSF-1 : Colony stimulating factor 1*°-3%31-32:33 ' CSF-2 : Colony stimulating factor 2** 32 3% 35,36,

37,38, 39, 40,41, 42,43, 44,45, 46.47 ' Iymphotoxine B** 4% 3%, TGF-B1 : Transforming growth factor SI°' 5

53.54.55) présentent dans le milieu environnant, mais également via ’action de certains facteurs de

transcriptions (IRF4 : Interferon regulator factor 4°°, IRFS : Interferon regulatory factor 837

59, 60,61, 62,63, 64.65 ' STAT3 : Signal transducer and activator of transcription 3%, STATS : Signal

transducer and activator of transcription 5* % BATF3 : Basic leucine zipper transcriptional

factor ATF-like 3% ©7- %8 7Zbtb46 : Zinc finger and BTB domain containing 46%- 7% 7' E2-27%73,
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1d2 : Inhibitor of DNA binding 2’7 RelB7®, IKAROSS, PU.17"- 8, Notch RBP-J7* %) exprimés

ou non par les cellules dendritiques.

Apprétement et présentation antigénique

Les cellules dendritiques apprétent puis présentent un antigéne d’origine endogéne ou
exogene aux complexes TCR/CD3 des lymphocytes T. L’apprétement puis la présentation
antigénique se fait via les molécules de CMH-I ou de CMH-II. Chez I’humain, ces molécules sont
nommées HLA-A, -B et -C (human leukocyte antigen) pour le CMH-I et HLA-DR, -DQ et -DP
pour le CMH-II. Ce systéme est similaire chez la souris, avec les molécules H2-D, -K et -L pour le
CMH-I et I-A, I-E pour le CMH-II. Les génes codant les molécules de CMH sont les régions les
plus polymorphes du génome datant de la divergence entre les humains et les chimpanzés®!. De

plus les partenaires moléculaires du CMH co-évoluent avec les génes codant pour le CMH®2.

L’apprétement suivi de la présentation antigénique se met en place via différents processus
en fonction du type d’infection, mais également en fonction de la nature du lymphocyte T que la
cellule va activer (Figures 2-3). En effet, I’antigéne présenté peut avoir plusieurs origines

(endogéne ou exogeéne)s: 8485,

Apprétement et présentation antigénique via la molécule de CMH-I : antigene d’origine

endogene

La présentation antigénique via le CMH-I permet 1’activation puis la différenciation des
lymphocytes T CDS8 naifs en lymphocytes T CDS8 effecteurs (Figure 2a)**. Dans le cas d’une
infection virale, le virus se réplique de maniére intracellulaire. Les protéines virales vont €tre prises
en charge par le protéasome 26S qui va entrainer la dégradation de la protéine virale en peptides
antigéniques®® 87, Les sous-unités B1, B2 et B5 correspondent a la partie ayant une activité
protéolytique active du protéasome 26S*® -0 Ainsi, chaque sous-unité va cliver les protéines
apres un certain type d’acides aminés, tel qu’un acide aminé acide pour la sous-unité 1, un acide
aminé basique pour la sous-unité B2 et un acide aminé hydrophobe pour la sous-unité 5. Dans le
cas de certaines infections virales, I’IFN-y induit des variants de ces sous-unités 3, B1i, f2i et 5i

entrainant la formation de I’immunoprotéasome’- °> %3, Lorsque le peptide antigénique est généré,
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celui-ci va transiter du cytosol vers la lumiére du réticulum endoplasmique de maniere ATP
dépendante via un canal protéique formé des transporteurs TAP1 et TAP2°*. Chacune des sous
unités des protéines TAP1/2 posséde une partie centrale formée de 6 hélices alpha
transmembranaires formant un canal dans la région N terminale ou se trouve la fonction
d’hydrolyse de I’ATP en ADP permettant le passage du peptide formé dans la lumiére du réticulum
endoplasmique®. Le peptide antigénique sera ensuite li¢ au CMH-I qui migrera vers le Golgi puis
vers la membrane plasmique de la cellule présentatrice d’antigéne qui présentera a ce moment le

complexe CMH-I — peptide antigénique aux TCR et corécepteur CD8 des lymphocytes T CDS.

MHC Exogenous
class Il antigen

MHC class |

Wirus or
tumour
antigen

2

¥ Proteasome
( |
k Endosome

O Antigenic
O peptide

o
OO

Heavy chain (HLA-A, MHC class |l
HLA-B, HLA-C) (HLA-DQ, HLA-DF, HLA-DR)

Figure 2. — Apprétement et présentation antigénique via les molécules de CMH-I (a) ou de CMH-II
(b)83.
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Apprétement et présentation antigénique via la molécule de CMH-I : antigene d’origine

exogene

Lorsque les cellules présentatrices d’antigéne ne sont pas directement infectées, elles
doivent mettre en place un mécanisme permettant la présentation de I’antigéne aux lymphocytes T
CDS8 afin d’activer ces cellules naives en cellules effectrices qui auront pour réle de mettre en place
des mécanismes permettant 1’¢limination des cellules infectées par le pathogeéne ou des cellules

tumorales. Ce processus est appelé présentation croisée et a été décrit par le Dr Michael Bevan dés

1976%.

La localisation cellulaire exacte ou le processus de dégradation de 1’antigéne en peptides
antigéniques est largement discutée depuis deux décennies®. En effet, il existe la théorie de
I’antigéne d’origine cytosolique et la théorie de I’antigéne d’origine vacuolaire (Figure 3)%°. Dans
la premicre théorie, ’antigeéne est phagocyté puis exporté au cytosol ou il sera pris en charge par
le protéasome 26S, suivi du processus classique de présentation indiqué dans la section
Apprétement et présentation antigénique via la molécule de CMH-I : antigene d’origine endogene
(Figure 2a)%. La deuxiéme théorie émet I’hypothése que I’antigéne est dégradé en peptides
antigéniques dans des phagosomes ou il sera ensuite pris en charge et présenté via des molécules
de CMH-I (Figure 3)*°. Plusieurs études ont mis en évidence le role essentiel du protéasome 26S
dans la présentation croisée d’antigenes aux lymphocytes T CD8, favorisant I’origine cytosolique
de I’antigéne. En effet, I’'usage d’inhibiteurs du protéasome 26S diminue la capacité des cellules
dendritiques a présenter un antigéne d’origine exogéne aux lymphocytes T CD8"’. De plus,
Palmowski et al. en 2006 ont mis en évidence le réle de I’'immunoprotéasome dans la présentation
croisée in vivo®®. Cependant Di Pucchio et al. en 2008, ont mis en évidence que la présentation
croisée par des pDC se faisait dans les endosomes, sans transit de 1’antigéne vers le cytosol®.
Récemment Sengupta et al. ont découvert que la dégradation de I’antigéne par le protéasome se
faisait dans les vésicules endocytiques dans le cadre de la présentation croisée de I’antigéne'®. Ces
différentes études suggerent que le mode de présentation de 1’antigene suite a la phagocytose de

celui-ci dépend de la nature de la cellule présentatrice d’antigéne.
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Figure 3. — Voie intracellulaire de la présentation croisée dans les cellules dendritiques. Théorie de

I’antigéne d’origine cytosolique (gauche) et théorie de I’antigene d’origine vacuolaire

(droite)®’.

La nature de la cellule présentatrice d’antigéne va définir sa capacité a faire de la
présentation croisée. Ainsi les ¢cDCI1 ont une capacité élevée a faire de la présentation croisée
contrairement aux cDC2 %1192 Tes LC sont quant a elles considérées comme des cellules n’ayant
pas un role essentiel dans la présentation croisée d’antigéne aux lymphocytes T CD8%. Ainsi, la
présentation croisée d’antigénes aux lymphocytes T CD8 représente une manicre supplémentaire
d’activer ces cellules dans le but de protéger 1’organisme contre des infections de différentes

natures.
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Apprétement et présentation antigénique via la molécule de CMH-II : antigene d’origine

exogene

La présentation antigénique via le CMH-II permet 1’activation puis la différenciation des
lymphocytes T CD4 naifs en lymphocytes T CD4 auxiliaires (Figure 2b)%. Seules les cellules
présentatrices d’antigeénes (cellules dendritiques, macrophages et lymphocytes B) expriment les
molécules de CMH-II. Des antigénes d’origines exogeénes sont endocytés par des cellules
présentatrices d’antigénes et dégradés par différentes protéases présentes dans la voie endocytique
en peptides pouvant se lier aux molécules de CMH-II. Les complexes CMH-II — peptide
antigénique formés vont ensuite migrer a la membrane plasmique o ils pourront étre présentés aux

complexes TCR/CD3 des lymphocytes T CD4%3,

Les cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse (BMDC)

Les BMDC générées in vitro représentent un des outils les plus utilisés pour 1’analyse de la
réponse des lymphocytes T que ce soit in vitro ou in vivo. Ainsi, il existe plusieurs cocktails
cytokiniques permettant de différencier des progéniteurs my¢loides présents dans la moelle osseuse

en BMDC.

L’une des méthodes les plus utilisées pour générer des BMDC fait intervenir dans le milieu
de culture du CSF-2 ainsi que de I’interleukine 4 (IL-4)**. Ces cellules générées avec ce cocktail
cytokinique sont trés hétérogénes'®. En effet, nous allons retrouver deux types de cellules : dans
la fraction adhérente, les cellules GM-macro et dans la fraction non adhérente, majoritairement des
cellules GM-DC ainsi qu’une faible proportion de cellules GM-macro ayant un phénotype différent
ainsi qu’une capacité d’activation des lymphocytes T CDS8 différente. Ainsi les cellules GM-macro
vont étre CD11b" CMH-II" alors que les GM-DC vont étre CD11b” CMH-II". Ces derniéres vont
également avoir un potentiel d’activation des lymphocytes T CD8 supérieur aux cellules GM-
macro. Cependant, le phénotype de ces cellules dendritiques s’apparentera a des cellules
dendritiques dérivées des monocytes et ayant un phénotype inflammatoire exprimant des molécules
de costimulation, ainsi que des cytokines proinflammatoires telles que I’Interleukine 12 (IL-12), le
TNF-a (Tumor necrosis factor o), mais également de I’interleukine 10 (IL-10) (antiinflammatoire)
et de ’oxyde nitrique (NO) ainsi que la chimiokine CCL2 impliquée dans le recrutement des

monocytes/macrophages a un site d’infection’ 14,
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Une autre méthode permettant la génération de BMDC est la culture de cellules de moelle
osseuse avec du FIt3L impliqué dans la différenciation des cellules en cellules dendritiques®® 2! 22
23,24,25,26,27.28 Eq effet, ’ajout de cette cytokine dans une culture de cellules de moelle osseuse
permet de différencier les cellules en cDC et en pDC'%> 1% Ces cellules vont cependant avoir un
phénotype différent par rapport aux cellules différenciées a partir de CSF-2 + IL-4. En effet, ces

cellules vont sécréter de I’IL-12, mais trés peu de TNF-a, d’IL-10 et de NO'™,

Dans le cadre de mon projet de recherche de doctorat, nous avons travaillé avec les BMDC
différenci¢es a partir de CSF-2 + IL4 et nous avons collecté les cellules dites GM-DC peu
adhérentes présentant une capacité d’activation des lymphocytes T CDS8 supérieure aux BMDC

adhérentes, dites GM-Macro'®.

Les cellules dendritiques et les thérapies vaccinales

Les cellules dendritiques par leur role de cellules présentatrices d’antigénes
professionnelles sont considérées depuis des décennies comme un outil potentiel de vaccination
dans le controle de la réponse immunitaire antitumorale ainsi que dans la réponse anti-infectieuse
(bactérienne, virale et parasitaire). L’utilisation des cellules dendritiques dans le traitement
d’infections de différentes natures (virale, bactérienne et parasitaire) ainsi que dans les traitements
antitumoraux présente plusieurs avantages'’” %, Ces cellules sont également les seules a étre
caractérisées comme des cellules présentatrices d’antigéne professionnelles permettant donc une
activation efficace des lymphocytes T. En effet, ces cellules ont la capacité de migrer dans la zone
T des organes lymphoides afin de pouvoir activer les lymphocytes T et ainsi permettre une

protection contre certaines infections'?7- 198,

Les premicres observations de souris traitées avec des cellules dendritiques chargées avec
un antigéne d’origine tumorale ont montré soit un ralentissement ou soit un retard de la croissance
tumorale par rapport au groupe controle de souris non traitées!'% 110 111 112,113 "Cependant, bien
qu’il soit essentiel de comprendre et de disséquer les mécanismes sous-jacents de la réponse
immunitaire via I’usage de modeles murins, il est difficile de transposer ces résultats chez I’humain.
Ainsi les thérapies vaccinales basées sur 1’'usage des cellules dendritiques restent un défi a mettre

au point dans le traitement de cancers chez I’humain que différentes équipes de recherches ont
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décidé de relever. Cependant, plusieurs questions se posent : la méthode de culture des cellules
dendritiques (isolation de cellules dendritiques ou différenciation des cellules a partir de
précurseurs), le type de cellules dendritiques (cDC, pDC, moDC, LC, BMDC), la méthode de
maturation des cellules dendritiques, la technique de chargement des cellules dendritiques avec
I’antigéne tumoral (protéine native versus peptide antigénique), la route d’administration des

cellules dendritiques, I’ajout d’adjuvant a la vaccination, etc.

Ainsi, les premieres études chez ’humain dans le cadre de traitement de mélanome ont
montré une efficacité des cellules dendritiques issues du sang périphérique dans 1’induction de la
réponse des lymphocytes T contre les cellules tumorales, mais faible par rapport aux attentes des
expériences de MLR réalisées in vitro via I’'usage de cellules dendritiques de la rate de souris® % '
38, Ces résultats pouvant étre expliqués par I’utilisation des cellules dendritiques immatures. En
effet, efficacité des cellules dendritiques dans 1’activation des lymphocytes T repose sur leur
capacité a présenter un antigéne dans un premier temps, mais nécessite au préalable d’étre activées
via des signaux de dangers qui vont étre reconnus par des PRR '°. Ainsi I’activation des cellules
dendritiques améliore le traitement que ce soit chez I’humain ou chez la souris!!* 115 116, 117, 118
Cependant, d’autres études ont montré I’efficacité des cellules dendritiques dans 1’activation des
lymphocytes T contre d’autres types de tumeurs telles que les lymphomes diffus a grandes cellules
B!, les myelomes!'?’, les carcinomes hépatiques'?"” 12> 123 les glioblastomes'?*, les leucémies
my¢éloides aigues'?. Plusieurs groupes de recherche se sont également penchés sur la question de

la nature de I’antigeéne. En effet Takahashi et al. ont utilisé un peptide antigénique restreint au

CMH-I'?®, et Rosalia et al. ont chargé leurs cellules dendritiques avec un peptide synthétique

127 128

long <" alors que Binder et a/. ont quant a eux donné la protéine native “° et Palucka et al. ont utilisé
des lysats de cellules tumorales comme source d’antigéne'?’ aux cellules dendritiques qui ont
réalisé ainsi les processus d’apprétement suivi de la présentation antigénique. Ces différentes
¢tudes ont montré un effet favorable de la vaccination dans le pronostic vital de certains patients
traités, cependant I’efficacité de ce type de traitement reste moindre par rapport aux essais cliniques
utilisant des molécules bloquantes ciblant CTLA-4, PD-1 et PD-L1 exprimées a la surface des
cellules tumorales et connues pour anergiser les lymphocytes T CD8!30- 131132, 133,134 Aingj i] existe
plusieurs essais cliniques combinant ces deux traitements afin de contrdler le développement de
tumeurs afin de les éliminer!> 3% 137138 "D autres chercheurs se sont intéressés au mode de la

vaccination avec les cellules dendritiques. Ainsi Mitchell et al. ont publié une étude portant sur le
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role de la combinaison de plusieurs types d’antigénes (antigéne tumoral combiné avec un antigéne
d’origine bactérienne : toxine tétanique) mis en culture lors du chargement des cellules
dendritiques dans la migration des cellules dendritiques dans les ganglions lymphatiques vers la
zone T'?*. En présence de I’antigéne de la toxine bactérienne, une augmentation de la migration
des cellules dendritiques vers les ganglions lymphatiques associée a une augmentation de la survie

des patients a été observée.

D’autres études ont €galement mis en avant le role des thérapies vaccinales utilisant des
cellules dendritiques contre certaines infections d’origine virale: le virus de la chorioméningite
lymphocytaire (LCMYV), le virus de I’'immunodéficience humaine (HIV)!2°, le virus herpés simplex
(HSV)!*°, d’origine bactérienne : Borrelia burgdorferi, ou d’origine parasitaire : Leishmania'® .
En effet, I’ensemble de ces études a mis en avant le réle des cellules dendritiques dans 1’induction

de la réponse des lymphocytes T et dans le contrdle des infections.

1.4 Les lymphocytes T

Les lymphocytes T sont des acteurs clés de la réponse immunitaire adaptative et sont
caractérisés par 1’expression a leur surface cellulaire d’un récepteur nommé TCR. Celui-ci est
compos¢ d’une chaine gamma et d’une chaine delta pour les lymphocytes Tyd ou d’une chaine
alpha et d’une chaine béta pour les lymphocytes Ta3. Ces deux populations de lymphocytes T se
développent dans le thymus a des stades différents (embryonnaire pour les lymphocytes Tyo et tout
au long de la vie pour les lymphocytes Ta3). Dans le cadre de cette thése de doctorat, nous nous
intéressons a la deuxiéme population de lymphocytes T, les lymphocytes Tof et plus

particulierement les lymphocytes T CDS.

Développement des lymphocytes T

Les lymphocytes T se développent dans le thymus a partir d’un précurseur lymphoide
commun issu de la moelle osseuse'’. Le développement de ces cellules se fait par deux processus
successifs de sélection. La sélection positive dans un premier temps, afin de sélectionner les

cellules capables de reconnaitre un complexe CMH-peptide, suivi de la sélection négative
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permettant d’éliminer les lymphocytes T reconnaissant les peptides du soi présentés par les CMH

et donc I’¢élimination de lymphocytes T autoréactifs responsables de maladies auto-immunes.

Les premiers stades de développement se réalisent dans le cortex thymique ou les thymocytes
doubles négatifs (DN) réarrangent progressivement la chaine f du TCR. Ces cellules deviennent
des thymocytes doubles positifs (DP) et co-expriment les corécepteurs CD4 et CDS. Ainsi lors de
ce stade de développement en cellules DP, les thymocytes vont réarranger la chaine o du TCR
formant ainsi un complexe TCRa} fonctionnel. Les cellules stromales du cortex thymique, les
cellules épithéliales thymiques corticales (cTEC), expriment a leur surface des molécules de CMH-
I/IT présentant des peptides du soi qui peuvent interagir avec les TCR exprimés par les thymocytes
DP. L’absence d’interaction, ou une interaction de faible affinité entraine la mort par négligence
des thymocytes DP. Cependant, une interaction d’affinité suffisante permet la sélection positive et
donc la survie des thymocytes immatures'#!. Cette étape de sélection positive permet de tester la
fonctionnalité¢ du TCRaf} réarrangé. La sélection positive permet également le choix de lignage
des thymocytes DP vers un lignage T CD4 simple positif (SP) si le TCR interagit avec un complexe
CMH-II-peptide ou vers un lignage T CD8 SP si le TCR interagit avec un complexe CMH-I-
peptide. Les thymocytes SP migrent alors vers la médulla thymique composée de cellules
dendritiques thymiques (tDC) et de cellules épithéliales thymiques médullaires (mTEC) ou ils
subiront une étape de sélection négative essentielle a I’induction de la tolérance au soi'*? '*3. Ainsi
les mTEC et les tDC présentant des antigénes du soi et notamment des antigénes du « soi »
périphériques qui induiront la délétion, I’anergie ou la différenciation des thymocytes en cellules
T régulatrices. Une fois développés et ayant un TCRaf3 réarrangé et fonctionnel, les lymphocytes
T CD4 et les lymphocytes T CD8 gagneront la périphérie via la circulation sanguine et la
circulation lymphatique pour circuler entre les différents organes lymphoides secondaires jusqu’a
ce qu’une cellule présentatrice d’antigéne présente un peptide antigénique via une molécule de

CMH-I ou CMH-II aux lymphocytes T CD8 ou T CD4, respectivement.

Phase d’activation des lymphocytes T

Les lymphocytes T naifs transitent entre les différents organes lymphoides secondaires via

la circulation sanguine et la circulation lymphatique. Ainsi, lorsqu’une cellule présentatrice
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d’antigéne sera activée et présentera un antigéne, celle-ci migrera dans les zones T des organes
lymphoides secondaires dans le but d’activer un lymphocyte T. Afin d’étre activé un lymphocyte

T naif a besoin de recevoir 3 signaux :

- Une stimulation de son TCR via un complexe CMH — peptide antigénique présenté par une

cellule présentatrice d’antigéne,
- Une interaction avec la cellule présentatrice d’antigéne via des molécules de costimulation,

- Un signal via des médiateurs solubles tels que I’IL12, I’'IL2 et les IFN de type 1.

La reconnaissance antigénique

La reconnaissance antigénique par le TCR des lymphocytes T est essentielle a 1’activation
de ces cellules'**. Cette reconnaissance se fait via le TCR qui est composé de deux chaines, le
TCRa et le TCRP reliés par des ponts disulfures. Le TCR posséde un domaine dit constant, un
domaine variable contenant les régions hypervariables (CDR 1 a 3, complementarity determining
regions) permettant la reconnaissance de 1’antigéne, et également un domaine hydrophobe
permettant au TCR de s’ancrer dans la membrane plasmique du lymphocyte T. Les CDR1 et CDR2
permettent au TCR d’établir une interaction avec la molécule de CMH alors que le CDR3, région
la plus polymorphe parmi les CDR permet la reconnaissance du peptide antigénique. Le TCR forme
un complexe avec un homodimere de CD3¢ et les chaines CD3y, CD3¢ et CD30 possédant des
motifs ITAM (Immunoreceptor tyrosine-based activation motif) qui vont permettre de transduire
le signal suite a une stimulation antigénique du TCR. Cependant, pour assurer leur survie, les
lymphocytes T recoivent en continu des signaux toniques provenant des cellules présentatrices
d’antigénes (CMH-peptide du soi) en périphérie en combinaison de signaux regus via le récepteur
pour I’interleukine 7 (IL-7)!4% 1%, La kinase de la famille des src sont les premiéres molécules a

R!47-148 et sont essentielles et requises dans la formation

étre activées suite a ’engagement du TC
du signal tonique pour la survie des lymphocytes T'%°. Ainsi, la kinase LCK est constitutivement
active dans les lymphocytes T naifs et phosphoryle a des niveaux basaux les chaines z€ta associées
au TCR!'®. Cependant cette phosphorylation basale n’est pas suffisante pour activer les
lymphocytes T, ce qui permet d’éviter que celui-ci soit activé et réponde contre des antigénes du

SOl.
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La signalisation du TCR

Suite a I’engagement du TCR, la kinase Lck déja liée au domaine cytoplasmique du
corécepteur CD4 ou CD8 du lymphocyte T CD4 ou T CD8 respectivement va phosphoryler les
motifs ITAM des chaines gamma, delta et zéta du complexe TCR-CD3!! 152 (Figure 4). LCK va
également phosphoryler la kinase ZAP70 qui va changer de conformation permettant de
promouvoir son activité de kinase en ciblant différentes molécules, dont I’adaptateur LAT!>?. Suite
a la phosphorylation des tyrosines de 1’adaptateur LAT, celui-ci va recruter plusieurs molécules
qui vont avoir des roles bien définis tel que 1’adhésion cellulaire due a une augmentation de
I’expression des molécules d’intégrines, 1’expression de facteurs de transcription ayant un role dans
’activation, I’expansion clonale et la prolifération des lymphocytes T. Ainsi, le complexe LAT
phosphorylé va interagir via son domaine SH2 avec la phospholipase C y (PLCy) entrainant
I’hydrolyse du phosphatidylinositole(4,5)biphosphate (PtdIns(4,5)P2) (PIP2) en I’inositol 1,4,5-
triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG). L’IP3 va avoir une action dans la libération du
calcium par le réticulum endoplasmique permettant d’activer la fonction phosphatase de la
calcineurine en déphosphorylant le facteur de transcription NFAT alors que le DAG va agir sur
I’activation de la protéine kinase C (PKC) ainsi que sur la voie Ras permettant la transcription de
facteurs clés dans I’activation, la prolifération, et la différenciation des lymphocytes T. La protéine
kinase FYN appartenant également a la famille des src va catalyser la formation de PIP3 a partir
de PIP2 permettant 1’activation de la kinase PDK1 qui phosphorylera la protéine AKT, facteur clé
de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTORCc essentiels a 1’activation, la prolifération et la
différenciation des lymphocytes T. L’ensemble de ces voies de signalisation va entrainer
I’activation de divers facteurs de transcription, tels que NF-kB, NFAT, AP-1 permettant
I’activation, 1’expansion clonale, la prolifération et la différenciation des lymphocytes T!3415%: 156
157,158 'Cela permettra in fine, d’augmenter le nombre de précurseurs T spécifiques pour I’antigéne
présenté. En effet, le nombre de précurseurs de lymphocytes T CDS8 spécifiques pour un antigéne
donné est relativement faible et peux varier de moins de 100 a quelques milliers de cellules en
fonction du TCR considéré!>® 169161 Ainsi il est essentiel suite a I’activation des lymphocytes T
CDS8 par une cellule présentatrice d’antigenes d’entamer un programme transcriptionnel permettant
de mettre en place une phase d’expansion clonale afin d’augmenter le nombre de lymphocytes T

spécifiques pour I’antigéne rencontré et de combattre I’ infection.
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Figure 4. — La signalisation du TCR suite a une stimulation antigénique

La transduction du TCR

Pour qu’un lymphocyte T soit activé de manicre optimale celui-ci doit avoir de nombreux
TCR qui devront étre engagés avec des complexes CMH-peptide!>* 192, Suite a I’engagement du
TCR, la transduction du signal se fera via I’induction de différentes voies de signalisation. Au fil

des décennies, plusieurs modeles ont été proposés pour expliquer ce processus :

- Modele de changement de conformation du TCR :

Plusieurs études ont mis de 1’avant un changement de la conformation du complexe
TCR/CD3 suite a une ligation de celui-ci avec un complexe CMH-peptide antigénique!6: 164 165
166, 167 - Ajnsi, Kjer Nielsen et al. entre autres, ont montré des changements de conformation au
niveau des régions hypervariables d’un TCR donné pour un complexe CMH-peptide antigénique,
plus particulierement les CDR1 et CDR2 impliquées dans la reconnaissance du complexe CMH-

163 Ces résultats suggérent que I’immunodominance du TCR est associée a des

peptide antigénique
propriétés structurales conférant une spécificité au récepteur pour son ligand et suggerent un

nouveau lien dans la transduction du signal suite a la reconnaissance de I’antigene par le TCR.
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- Modele d’oligomérisation des récepteurs :

Plusieurs groupes de recherche ont émis I’hypothése de I’oligomérisation des récepteurs et
corécepteurs dans le processus de reconnaissance antigénique. Ainsi, Delon et al. ont publié¢ une
¢tude démontrant que 1’expression du corécepteur CD8 est nécessaire pour [’activation du

168 T.a méme année, Boniface ef al. ont démontré

lymphocyte T CD8 en réponse a une stimulation
que I’engagement de plusieurs TCR via une stimulation antigénique avec des triméres ou des
tétrameéres CMH-peptide antigénique permettait une meilleure activation des lymphocytes T'°.
Krogsgaard et al. ont mis en évidence via [’usage de dimeéres de complexe CMH-peptide

antigénique, 1’amplification de I’activation et la sensibilité de la reconnaissance de 1’antigéne!®*.

- Modeéle de sensibilité et de sélectivité du TCR : (« Kinetic proof reading ») :

Ce modele propose qu’il existerait une notion de seuil. En effet, en dessous du seuil de
stimulation du TCR, le recrutement d’intermédiaires pour 1’activation des lymphocytes T serait
moindre. Kersh et al. ont ainsi publié¢ une ¢tude qui met en évidence I’importance de la cinétique
de la transduction du signal TCR dans I’efficacité de I’activation de cette cellule!”’. En effet, en
utilisant des ligands d’affinités identiques, mais ayant des demi-vies différentes, ils ont démontré
via I’observation de la phosphorylation des motifs ITAM de la molécule CD3 qu’une interaction
de plus longue durée permettait une meilleure activation du lymphocyte T. De plus, 1’étude publi¢e
par Kalergis et al. permet d’étayer cette théorie puisqu’ils ont montré que I’efficacité de 1’activation
d’un lymphocyte T requiert un temps optimal d’interaction avec un complexe CMH-peptide

antigénique'’!.

- Modeéle de sensibilité et de sélectivité du TCR : Engagement du TCR en série

Ce modele de reconnaissance antigénique, décrit par Valitutti et a/., a mis en évidence qu’un
petit nombre de complexes CMH-peptide antigénique pouvait interagir avec un grand nombre de
TCR via un engagement en série de ce complexe sur les TCR a la surface d’un lymphocyte T'7*
173 De plus, Hudrisier et al. ont démontré que la réponse des lymphocytes T CDS est corrélée avec
une augmentation du taux de dissociation du TCR avec son complexe CMH-peptide antigénique
qui lui est spécifique et non en fonction de ’avidité de ce complexe pour le TCR!". En effet, ils
ont mis en évidence une abolition de la mobilisation du calcium intracellulaire requis pour
I’activation des lymphocytes T lorsque le TCR est engagé de maniére permanente avec un

174

complexe CMH-peptide antigénique' . Une troisiéme étude publiée par le groupe de recherche du
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Dr Ronald Germain, a démontré que le comportement pharmacologique d’un ligand du TCR est
contrdlé par le taux de dissociation de celui-ci au TCR ainsi que par le recrutement de corécepteurs
(le corécepteur CD4, dans I’activation des lymphocytes T CD4 dans cette ¢tude) dans 1’efficacité
de I’activation d’un lymphocyte T CD4!">.

La formation de la synapse immunologique

Suite a la reconnaissance antigénique puis a la transduction du signal TCR, le cytosquelette
du lymphocyte T va se réorganiser et permettre de mettre en place la synapse immunologique. Ceci
permet d’amplifier le signal de stimulation et d’amplifier I’interaction entre la cellule présentatrice
d’antigéne et le lymphocyte T!76 177 178 179 "Ep effet, la synapse immunologique entraine un
regroupement rapide des TCR conduisant a une augmentation de la transduction du signal et donc
a Dactivation du lymphocyte T'80 181 182183 T 5 synapse immunologique est composée de trois
parties nommées SMAC (region of supramolecular activation complex) contenant des molécules

positionnées de maniére stratégique pour 1’activation du lymphocyte T :

- ¢SMAC (région centrale) comprend le TCR, les corécepteurs CD4 ou CDS, la molécule de
costimulation CD28 et les protéines accessoires LAT et PKC!8+ 185186 Ces protéines sont
essentielles a la reconnaissance de 1’antigéne, a la transduction du signal TCR et donc a

I’activation du lymphocyte T.

- pSMAC (région proximale) comprend les molécules d’adhésions permettant 1’interaction
avec des molécules adhésines exprimées par les cellules présentatrices d’antigene
permettant d’augmenter le temps d’interaction entre ces cellules pour une activation totale

du lymphocyte T8¢ 187,

- dSMAC (région distale) comprend les molécules CD93, CD44 et CD45. Cette derniére se
retrouve en position distale en vue de diminuer son activité inhibitrice dans la transduction

du signal TCR suite a une stimulation antigénique'®®,
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Les molécules de costimulations

Ces molécules représentent le deuxiéme signal dans 1’activation d’un lymphocyte T. En
effet, en absence de ces signaux le lymphocyte T va étre anergisé et sera donc incapable d’étre
activé!®% 190 1 T orsque les cellules présentatrices d’antigéne sont activées via leurs PRR, une
augmentation de I’expression des molécules de costimulation va étre observée. Ainsi, I’interaction
entre les molécules exprimées par les cellules présentatrices d’antigéne et celles exprimées par les
lymphocytes T va entrainer une communication entre les cellules permettant un renforcement de
la signalisation du TCR. En effet, cela va se traduire par une induction de voies de signalisation
impliquées dans I’activation des lymphocytes T telle que la voie PI3K/AKT/mTOR. Il existe deux
familles de molécules de costimulation, la famille des immunoglobulines de type CD28 et la super

famille des récepteurs au TNF :
- Les Immunoglobulines de type CD28 :

Les molécules de CD28 retrouvées dans le cSSMAC de la synapse immunologique sont
exprimées de maniére constitutive a la surface des lymphocytes T. CD80/CD86 sont les ligands de
CD28 et sont exprimés par les cellules présentatrices d’antigene. L’interaction entre les molécules
de costimulation permet ’activation, la prolifération ainsi que la survie des lymphocytes T CD8
activés. En effet, cela va entrainer le recrutement de la protéine PKC 0'%% 1%* et de la protéine
PI3K!* 1% dans le cSMAC de la synapse immunologique via son domaine YMNM entrainant une
activation de nombreuses voies de signalisations impliquées dans 1’activation du lymphocyte T
(NFAT, API1, NF-xB, AKT/mTOR, glycolyse, INK, MAPK). L’absence d’interaction entre
CD80/CD86 et CD28 en présence d’une interaction avec un complexe CMH-I-peptide antigénique
avec le TCR, va entrainer I’anergie du lymphocyte T 16 197, 198,199, 200,201 'Bp effet, premiérement
cette interaction permet I’inhibition de I’expression de FASL inhibant ainsi la cascade de
signalisation de I’apoptose induite par les caspases 8 et 10!’ et deuxiémement favorise I’expression
des facteurs anti-apoptotiques BCL2 et BCL-XL?*2. De plus, en absence d’expression de CD28,

les lymphocytes T CD8 ne peuvent pas s’activer et vont étre anergisés!'8% 190 191,203,204,

- Les récepteurs de la superfamille des TNF :

Les différentes molécules de costimulations de cette famille sont : 0X40, CD27, GITR, 4-
1BB, CD40 et CD30. L’interaction avec leur ligand respectif entraine le recrutement de protéines

adaptatrice TRAF (TNF receptor associated factor)*® 2% et permet d’induire la prolifération,

54



I’activité cytolytique des lymphocytes T CDS ainsi que leur survie via I’induction de voies de

signalisations similaires (NFAT, AP-1, NF-kB, etc)?7- 208,209,210

Les facteurs solubles, les cytokines

Les cytokines proinflammatoires représentent le troisieme signal requis pour la
prolifération et I’expansion clonale des lymphocytes T de maniere optimale. Parmi ces cytokines,

nous retrouvons :
- L’interleukine 12 :

Ces cytokines sont produites par les cellules dendritiques et les macrophages et entrainent
la prolifération, I’expansion clonale et la survie des lymphocytes T CD82!1:212:213 [ *interaction de
I’IL-12 sur son récepteur va induire son signal et entrainer la transcription du facteur de
transcription STAT4 permettant d’augmenter la capacité de transmission du signal de présentation
antigénique au TCR?!* 215, Cette cytokine a plusieurs actions dans I’activation des lymphocytes T
CDS8. En effet, elle induit I’expression des facteurs chimioattractants : CCL1 et CCL17 qui vont
permettre une augmentation de I’interaction entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice
d’antigéne entrainant une activation optimale de la cellule?!S. Elle induit également la voie de
signalisation PI3K/AKT/mTOR?!"-218:219 qui va induire la phosphorylation de la protéine FOXO1

et entrainer sa dégradation par le protéasomezw’ 220

permettant ainsi I’induction de I’expression de
facteurs impliqués dans la différenciation des lymphocytes T CD8 en lymphocytes T effecteurs de
courte durée de vie (SLEC : Short life effector cells)*'’-?'%21° Suite a I’activation des lymphocytes
T CDB8, ces cellules vont se différencier en SLEC ou en précurseur de lymphocytes T mémoires

(MPEC : Memory precursor effector cells), dont ’importance sera discutée plus bas.
- Les interférons de type I :

Les IFN de type I (IFN a et IFN B) interagissent avec leurs récepteurs IFNAR-I et IFNAR-I1??!
qui entrainera une phosphorylation des facteurs de transcription STAT1 et STAT2 recrutées par
les protéines adaptatrices JAK1 et JAK2. Ces facteurs de transcription vont dimériser et migrer
vers le noyau ou ils activeront la transcription de génes cibles impliqués dans la 1’activation des
lymphocytes T CDS8. Ces cytokines sont essentielles a la génération de lymphocytes T CD8

effecteurs puisqu’en absence des récepteurs pour ces cytokines, la génération de lymphocytes T
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CD8 effecteurs est diminuée lors d’une infection avec le virus LCMV?%2 223

. De plus des
expériences in vitro ont démontré une meilleure activation des lymphocytes T CDS si ces cellules
sont pré-traitées avec de I’IFN de type I avant d’étre stimulées®**. Ces observations permettent de

conclure un réle important de ces cytokines dans 1’activation des lymphocytes T CDS.
- L’interleukine 2 :

L’IL-2 est produite par les cellules présentatrices d’antigeéne ainsi que par les lymphocytes
T. Suite a I’engagement du TCR, I’expression de CD25 (chaine de haute affinité du récepteur a
I’IL-2) va étre augmentée a la surface des lymphocytes T permettant 1’induction de voies de
signalisation impliquées dans 1’activation des lymphocytes T et ceci a des temps précoces. Le
maintien de 1’expression de CD25 va se faire via des signaux induits par I’IL-2 entre autres et
permettre I’expansion clonale, la prolifération et la survie des lymphocytes T CD8 en modulant
I’expression de maniére positive du facteur anti-apoptotique BCL2223: 225: 226,227, 228,229,230 1 °[ D

module également 1’expression des facteurs de transcription BLIMP1 et TBET impliqué dans la

différenciation des lymphocytes T CD8 en SLEC??7 %31,

L’aide des lymphocytes T CD4

Depuis des décennies, plusieurs groupes de recherche ont mis en évidence I’importance de
la contribution des lymphocytes T CD4 dans la réponse des lymphocytes T CD8230: 232,233, 234, 235,
236,237 238 En effet, les lymphocytes T CD4 doivent étre activés pour participer a ’activation
optimale des lymphocytes T CD8. Ainsi ces lymphocytes T CD4 vont avoir des répercussions sur
le long terme dans la capacité de prolifération et de survie des lymphocytes T CDS8 lors d’une
réexposition a un antigene. Celles-ci seront moindres en absence de 1’aide CD4 lors de la primo

infection238’ 239, 240, 241, 242, 243, 244.

L’aide CD4 agit également via la maturation des cellules présentatrices d’antigéne en
engageant la molécule CD40L qui va interagir avec le CD40 exprimé par les cellules présentatrices
d’antigeéne?30: 232 233, 234, 235, 236, 237, 238 (Cette interaction va entrainer une augmentation de
I’expression des molécules de costimulation ainsi qu’une augmentation de la présentation
antigénique aux lymphocytes T CDS. De plus, une fois maturées par les lymphocytes T CD4, les

cellules dendritiques vont sécréter les facteurs chimioattractants CCL3 et CCL4 permettant le
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recrutement des lymphocytes T CDS8 via ’expression de récepteur CCRS dans les ganglions
lymphatiques drainants, augmentant ainsi les chances d’interaction entre les deux cellules et ainsi

’activation des lymphocytes T CD8%.

Phase de différenciation des lymphocytes T CDS8 : propriétés et phénotypes cellulaires
des lymphocytes T effecteurs

Suite a I’engagement du TCR lors de 1’activation des lymphocytes T, les lymphocytes T
naifs vont se différencier et devenir des lymphocytes T effecteurs avec une signature génique
particuliére®*® 2*’. Ainsi une diminution des molécules telles que CD62L et la molécule anti
apoptotique BCL2 et a I’opposé une augmentation des molécules telles que CD43 et CD44 ont été
observées dans un contexte d’infection avec le virus LCMV % Ces molécules ne sont pas les seules
a varier puisque ces études ont mis en évidence des modifications de plusieurs milliers de genes
entre un lymphocyte T naif et un lymphocyte T effecteur leur conférant une signature génique
particuliére®*® 2*7. Ce changement de programme transcriptionnel induit des modifications au

niveau :
- De la prolifération des lymphocytes T?%,

- De la migration des lymphocytes T effecteurs via I’induction de 1’expression de S1IP1R
(sphingosine 1 phosphate receptor) et du récepteur aux chimiokines CXCR3, mais
¢galement via la répression de 1’expression de CD62L et du récepteur aux chimiokines
CCR7, permettant ainsi la sortie des lymphocytes T des organes lymphoides secondaires

vers le site d’infection?*®> 2,

- L’acquisition des fonctions effectrices : sécrétion de cytokines (IL-2 et IFNy) et de facteurs
cytolytiques (GRANZYME B et PERFORINE) permettant de cibler et d’¢liminer les

cellules infectées?? 231,252,

Ces changements se font tout au long de I’activation des lymphocytes T. Ainsi lors du pic de
la réponse des lymphocytes T CD8, il existe quatre populations de lymphocytes T effecteurs
distinctes basées sur 1’expression des molécules CD127 et KLRG1 (Killer cell lectin-like receptor

subfamily G member 1) :
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- Les cellules exprimant fortement la molécule KLRGI et faiblement CD127, les cellules

SLEC (Short live effector cells),

- Les cellules exprimant fortement la molécule CD127 et faiblement KLRG1, les cellules

MPEC (Memory precursor effector cells),

- Les cellules doubles négatives nommées EEC (Early effector cells). Ces cellules
correspondent a des lymphocytes T nouvellement activés puisque ces cellules peuvent se

différencier en cellules SLEC ou MPEC?#% 233,

- Les cellules doubles positives pour les deux marqueurs. Ces cellules sont tres peu discutées

dans la littérature et n’ont pas encore de role bien défini dans la réponse T CD8.

Ainsi les cellules SLEC sont terminalement différenciées ce qui n’est pas le cas des cellules
MPEC qui donneront des lymphocytes T mémoires. En effet, suite a une infection avec le virus
LCMV, 8 jours post vaccination le transfert de cellules SLEC vers une souris infectée avec la
souche bactérienne Lm-GP33 (Listeria monocytogenes exprimant le peptide de la glycoprotéine du
virus LCMV)?* ne donnera pas lieu a la différenciation en cellules mémoires. A 1’opposé les

cellules MPEC se différencieront en cellules mémoires>>*.

Ces choix de différenciation sont dictés par divers facteurs, tels que I’expression de facteurs de

transcription, mais également 1’adaptation métabolique des lymphocytes T.

Les facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des lymphocytes T CD8

De nombreux facteurs de transcription interviennent dans la différenciation des
lymphocytes T CD8 naifs en lymphocytes T CD8 effecteurs. Chaque facteur de transcription décrit
dans la littérature a son propre role dans ce processus, mais travaille également de concert avec

d’autres facteurs de transcription pour contrdler ce processus.
- TBET, EOMES, RUNX3 :

Il est connu depuis des décennies que les deux facteurs de transcription TBET et EOMES
ont des fonctions similaires dans 1’induction de geénes cibles pour 1’activation et la survie des
lymphocytes T CD8, mais cependant ont des roles différents dans le choix de lignage de ces cellules

en cellules SLEC ou en lymphocytes T CD8 mémoires. Ainsi, une forte expression de TBET et
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une faible expression d’EOMES sera observée dans les cellules SLEC et a ’opposé une faible
expression de TBET et une forte expression d’EOMES sera observée dans les cellules MPEC?3:
236,257,238 De plus, des souris déficientes pour le géne Thet présenteront une inhibition de la
génération des cellules SLEC lors d’une infection?>. Autre que le choix de lignage SLEC/MPEC,
I’expression de Thet est rapidement induite dans les lymphocytes T CD8 et agit positivement sur
I’expression de geénes cibles responsable des fonctions effectrices des lymphocytes T CDS: Ifny et
Granzyme B*® 2% En effet, ’expression de ces génes cibles est contrdlée via une collaboration
entre les deux facteurs de transcription TBET et RUNX32%!, RUNX3 joue également un role dans
le contrdle de I’expression d’Eomes et donc dans le controle de I’expression de la Perforine ainsi

que dans le maintien de 1’expression de 1’ Ifng?%’.
- BLIMPI1 et BCL6 :

Ces deux facteurs de transcription ont des actions opposées et s’antagonisent 1’un 1’autre.
En effet, BLIMP1 inhibe 1’expression de BCL6 en se liant a son promoteur favorisant ainsi le
lignage en cellules SLEC?%%264.265.266 B effet, BLIMP1 est impliqué dans la répression de génes
nécessaire a la différenciation des lymphocytes T effecteurs en lymphocytes T mémoires?®’. De
plus des souris déficientes pour le gene Blimp 1 ne gérerent pas de cellules SLEC lors d’un contexte
infectieux?3!: 267- 268. 269 ] est également connu que le facteur de transcription BCL6 est impliqué
dans la différenciation des lymphocytes T effecteurs en lymphocytes T mémoires®** 27, Ainsi, le
lignage SLEC/MPEC repose entre autres sur la balance d’expression de ces deux facteurs de

transcription, BLIMP1 et BCL6.
- ID2etID3:

L’expression de ces facteurs de transcription par les lymphocytes T CDS8 agit également
dans le lignage des lymphocytes T CD8 en cellules SLEC versus en cellules MPEC. ID2 est associé
a la différenciation en cellules SLEC?"" 272 alors que ID3 est lui associé a la transition des

lymphocytes T CDS effecteurs en lymphocytes T CD8 mémoires>™.
- IRF4 ¢t BATF :

Une absence d’expression du facteur de transcription BATF entraine un défaut de
différenciation des lymphocytes T CD8 en lymphocytes T CDS8 effecteurs dans un contexte

d’infection avec le virus LCMV, entre autres®’> 2", Des analyses de séquencage Chlp-seq publiées
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par Kurachi et al. ont mis en évidence que I’absence de BATF perturbait 1’expression des facteurs
de transcription Thet et Blimp I, mais cependant n’altérait pas I’expression des cytokines suggérant
que BATF agirait lors des événements précoces de I’activation des lymphocytes T CD8%7*. De plus,
Barnitz et al., ont mis en évidence que BATF contrdlait la différnciation des lymphocytes T CD8
en cellules effectrices?’ 27>, En effet, dans un modéle murin d’infection avec le virus LCMV il a
¢été démontré suite a I’infection que I’expression de ce facteur de transcription était augmentée. De
plus, I’expansion des lymphocytes T CD8 déficients pour ce géne en réponse a une infection avec

le virus LCMYV ¢tait grandement diminuée puisque le nombre total était diminué d’environ 400.

Trois études majeures ont mis en avant le réle du facteur de transcription IRF4 dans
I’expansion des lymphocytes T CD8 en réponse a des infections de type viral (le virus LCMV, et
le virus de I’influenza)*’® 2”7 et en réponse a une infection de type bactérienne (Listeria
monocytogenes)*'S. En effet des souris déficientes pour le géne /rf4 échouent dans 1’élimination de
la bactérie Listeria monocytogenes®’s. Ce défaut d’élimination de la bactérie est intrinséque a
I’absence d’expression d’/rf4 dans les lymphocytes T CD8 puisque des souris déficientes pour Irf4
infectées et transférées avec des lymphocytes T CD8 de type sauvages contrdlent I’infection. Des
résultats similaires ont été trouvés lors d’infection avec le virus de I’influenza®”’ et le virus
LCMV?2", Ces trois études démontrent qu’en absence d’IRF4, les lymphocytes T CD8 peuvent étre
activés, mais cependant échouent dans le maintien de la prolifération et expansion clonale et ont
une diminution des fonctions cytolytiques ainsi qu’une augmentation de ’apoptose?’® ”"> 278, De
plus Yao et al. ont mis en évidence que IRF4 se liait et inhibait I’expression du géne codant pour
CDKN2A impliqué dans I’inhibition du cycle cellulaire d’une part’’” mais également permettait a
TBET de se lier aux promoteurs codant pour I’/fny et codant pour le Granzyme B engendrant des
fonctions effectrices de ces lymphocytes T CD8?"’. Une autre étude a mis en évidence qu’en
absence d’IRF4 le processus d’adaptation métabolique des lymphocytes T CDS8 lors de la
reconnaissance antigénique était altéré?’® suggérant un role de ce facteur de transcription a des

temps précoces de I’activation des lymphocytes T CDS.

L’adaptation métabolique

L’un des changements les plus notables suite a I’engagement du TCR par le lymphocyte T

lors de la reconnaissance antigénique est I’augmentation de la taille du lymphocyte T ainsi que le
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changement de son métabolisme?*® 28!- 282 En effet, le métabolisme de ces cellules s’adapte dans
sa génération de 1’énergie sous forme d’ATP via la phosphorylation oxydative des mitochondries
lorsque ces cellules sont naives vers un processus de glycolyse aérobie et de synthése de lipides
afin de fournir I’énergie nécessaire a la cellule lorsque celle-ci devient activée, pour induire les
différents programmes transcriptionnels impliqués dans ’activation, I’expansion, la prolifération,
la production de cytokines et la survie de ces cellules?®* 284285286 T org de la stimulation du TCR,
des signaux provenant de 1I’IL-2 et I’interaction du ligand de la molécule de costimulation CD28
entrainent une augmentation de la glycolyse en induisant I’activation de la protéine AKT via
Pactivation de la kinase PI3K!'®* 287, Suite a cette activation, AKT va agir sur la voie de
signalisation mTOR (mammalian target of rapamycin) qui entrainera la stimulation de la glycolyse

en augmentant I’expression de transporteur de nutriments tel que GLUT-1288: 289290

permettant
Iutilisation de glucose et I’expression de transporteur d’acides aminés favorable a la glycolyse®*!:
292,293, 294,295,296 Cette reprogrammation métabolique est connue sous le nom d’effet Warburg
observé et décrit dans le métabolisme des cellules tumorales®’- 2% 2% Cependant, 1’effet Warburg
est également observé dans les cellules non cancéreuses telles que les lymphocytes T lors de leur
activation®”. Ainsi, la production d’ATP via la glycolyse aérobie est moindre comparé a la
production via la phosphorylation oxydative. Ainsi de maniére logique, une question se souleve
concernant cette reprogrammation métabolique. Pourquoi choisir un mécanisme de production
d’énergie moins efficace ? Une explication possible est que lors de la glycolyse aérobie, des acides
aminés, des acides gras ainsi que du lactate seront formés et pourront étre incorporés dans des
composés de la cellules*®! permettant une prolifération plus rapide lors d’une infection et donc une
expansion clonale rapide des lymphocytes T spécifiques pour un antigene donné, conférant un

avantage dans la réponse immunitaire lors de I’infection®®?,

En revanche, le programme
métabolique des lymphocytes T en quiescences (lymphocytes T naifs et lymphocytes T mémoires)
est différent puisqu’ils vont puiser leur énergie sous forme d’ATP produite par la phosphorylation
oxydative des mitochondries ainsi que via 1’oxydation des acides gras®®% 283391 En effet, dans le
cas des cellules quiescentes, les facteurs de croissance vont avoir la capacit¢ de moduler
’expression de transporteurs de nutriments permettant la survie des lymphocytes T>%. De plus, les
cellules en quiescence peuvent également faire appel au processus d’autophagie afin de produire

I’énergie nécessaire a leur survie**.
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L’un des régulateurs clés de 1’adaptation métabolique des lymphocytes T lors de leur
activation est la molécule mTOR. Une maniére de voir I’activité de cette protéine est d’analyser la
phosphorylation de ses cibles, telle que la protéine S6. En effet, la voie de signalisation
PI3K/AKT/mTOR n’est pas unique aux lymphocytes T et permet I’augmentation des activités
métaboliques pour la biosynthése des composés cellulaires en réponse a des facteurs de
croissances?’°. Ainsi, une augmentation de 1’entrée de nutriments dans la cellule va entrainer
activité glycolytique de la cellule et permettre la biosynthése des composés cellulaires®?. 11 est
donc bien documenté que 1’inhibition de mTOR entraine une inhibition de la prolifération des

cellules®®

. Ainsi Araki et al. ont mis en évidence que I’inhibition de mTOR entrainait un choix de
différenciation des lymphocytes T effecteurs en lymphocytes T mémoires. De plus 1’usage de la
metformin, un activateur de la protéine AMPK qui va avoir un rdle dans 1’inhibition de mTOR
permet la génération des lymphocytes T CD8 mémoires en réponse a une infection avec la bactérie
Listeria monocytogenes®’®. Une autre étude a montré le role de la protéine Gsk3p. En effet,
I’inhibition de cette molécule va induire la différenciation des lymphocytes T nouvellement activés

307 Ainsi

en lymphocytes T mémoires via I’inhibition de mTOR de maniére AMPK dépendante
I’ensemble de ces études suggere que ces régulations métaboliques jouent un role dans le choix de
différenciation des lymphocytes T CDS activés.

Bien que la production du glucose soit requise et nécessaire a la prolifération des

lymphocytes T ainsi qu’a leur survie lors de ce processus d’activation?$ 308, 309

, peu est connu
quant a I’adaptation du métabolisme des lipides dans la régulation de la réponse des lymphocytes
T. Une étude a mis en évidence le role de la molécule LXR (Liver X receptor), facteur de
transcription impliqué dans la régulation du cholestérol, des acides gras, et de ’homéostasie du
glucose, dans la prolifération des lymphocytes T>!°. En effet, des souris déficientes pour le géne
Lxr-p présentent des hyperplasies lymphoides (ganglions lymphatiques et rate) suite a une
stimulation antigénique. Cette étude met en évidence I’importance du métabolisme des lipides dans
la réponse T. De plus, une autre étude publiée par Pearce et al. a montré le role de I’oxydation des
acides gras dans la génération des lymphocytes T CD8 mémoires®®’. D’autres études ont également
mis en évidence que les cellules présentatrices d’antigéne contrlaient la prolifération des
lymphocytes T en régulant la disponibilité des acides aminés®'! 3% 313 Ainsi 1’ensemble de ces

¢tudes suggerent un role du métabolisme des lipides et des acides aminés dans la réponse des

lymphocytes T et leur choix de différenciation.
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Les fluctuations métaboliques des lymphocytes T durant les différentes phases de la réponse
des lymphocytes T permettent a ces cellules de pouvoir s’adapter et se mettre dans des meilleures

conditions pour survivre et/ou combattre une infection par exemple.

Phase de contraction des lymphocytes T

Une majorité des lymphocytes T CD8 meurent par apoptose (90%) suite a I’élimination de
I’infection. Seuls 10% de ces cellules deviendront des cellules mémoires qui pourront intervenir
plus rapidement lorsque le méme pathogene infectera ’hdte. Badovinac et al. ont mis en évidence
que le processus de contraction des lymphocytes T CD8 suite a une infection est programmé, mais
également régulé par I’inflammation®!* 3!, En effet, ce groupe de recherche a montré que plus
I’inflammation précoce est de forte intensité moindre est le nombre de lymphocytes T CD8
effecteurs qui survivent. Prlic et al. quant a eux ont mis en lumiére le role essentiel du facteur
proapoptotique BIM dans ce phénoméne de contraction des lymphocytes T CD8 suite a

315

I’¢élimination d’une infection’°. Ainsi, la phase de contraction n’est pas observée dans des souris

déficientes pour ce gene.

La phase de contraction entraine la mortalité des cellules par apoptose qui peut aussi étre
due a des signaux extrinseéques tels que I’engagement des ligands/récepteurs de mort cellulaire
(FASL/FAS, TRAIL/TRAILR, TNF/TNFR). Les récepteurs de ces ligands ont des domaines de
mort cellulaire qui vont permettre le recrutement entre autres des procaspases 8 et 10 et qui vont

activer les caspases 3, 6 et 7 et entrainer 1’apoptose’!¢.

Phase de mémoire des lymphocytes T

Suite a la phase de contraction, seuls 10% des cellules survivent et deviennent des lymphocytes
T CD8 mémoires. Ces cellules vont avoir un phénotype différent des lymphocytes T CD8 naifs.
En effet, ces cellules vont exprimer plus de molécules de type intégrines a et [, molécules
impliquées dans I’interaction cellulaire avec des cellules présentatrices d’antigeéne ainsi que dans
la migration vers les organes lymphoides secondaires®!7- 318 319, 320, 321, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 328 ] o
réservoir de ces cellules spécifiques pour un antigene donné est également supérieur au réservoir

329

des lymphocytes T CDS naifs spécifiques pour ce méme antigéne’~”. De maniére tres intéressante,
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plusieurs études ont démontré que les lymphocytes T CD8 mémoires étaient plus sensible que les
lymphocytes T CDS8 naifs et n’avaient pas besoin de beaucoup de stimulation antigénique pour étre
activés32® 330, 331,332,333, 334 ' Dye plus ces cellules sont aussi plus sensibles aux signaux de
I’inflammation et peuvent étre réactivées de manic¢re indépendante a la reconnaissance d’un
antigéne®3> 336, En effet, Richer et a/. dans deux publications ont mis en évidence que ces signaux
inflammatoires augmentaient 1’activation de la signalisation proximale du TCR en augmentant
ainsi la sensibilit¢ du TCR ainsi que 1’expression de genes cibles impliqués dans le cycle

cellulaire®3”> 338,

2. Les rythmes circadiens

2.1 Généralité

Les rythmes circadiens correspondent a des rythmes biologiques endogenes d’environ 24
heures. Cette observation a été publiée pour la premiére fois dans un rapport de I’Académie
francaise des sciences en 1729 par Jean Jacques d’Ortous de Mairans. Le rapport décrit les
mouvements des feuilles de la sensitive en fonction du cycle jour/nuit. En effet, les rameaux et les
feuilles de cette plante se dirigent vers le soleil le jour et se replient et se contractent au coucher du
soleil. Cependant, ces mouvements persistaient lorsque cette plante était placée en condition
constante d’obscurité, ouvrant ainsi I’éventualit¢ d’un facteur endogéne a 1’organisme dans ce
rythme observé. De nombreuses études ont ensuite suivi et mis en évidence 1’existence de ces
rythmes circadiens dans divers organismes tels que 1’humain et les modéles murins*?% 349341 Les
rythmes circadiens sont controlés par des oscillateurs circadiens présents dans 1’ensemble des tissus
et des cellules d’un organisme**?. Ces oscillateurs agissent au niveau comportemental, mais
¢galement contrélent de nombreux processus physiologiques a I’échelle cellulaire et moléculaire.
En effet, les horloges circadiennes controlent une multitude de processus via la régulation de la
transcription de milliers de génes®*’. Chez les mammiféres, 1’horloge centrale des rythmes
circadiens est localisée dans les noyaux suprachiasmatiques (NSC) qui sont localisés dorsalement
du chiasma optique dans la partie antérieure de I’hypothalamus. L’horloge centrale est
synchronisée via les cycles jour/nuit et va jouer un role dans la synchronisation des horloges

circadiennes périphériques, présentes dans les autres tissus et cellules de I’organisme. Les signaux
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externes, tels que le cycle jour/nuit ou le rythme d’alimentation, permettant d’entrainer les horloges
circadiennes sont appelés zeitgeber, pour donneur de temps. Cependant, en absence de signaux de
I’environnement, la persistance des rythmes circadiens est observée et est ainsi caractérisée comme
endogene a I’organisme. Ces rythmes d’origine endogéne permettent a 1’organisme de pouvoir

anticiper tout changement de I’environnement dii au cycle jour/nuit entre autres.

2.2Mécanismes cellulaires et moléculaires des rythmes circadiens

Les rythmes circadiens sont caractérisés par trois composantes essentielles :

- Les voies de signalisations entrantes permettant de transférer les informations provenant de
I’environnement a 1’horloge centrale, les NSC. Les NSC recoivent les informations
photiques directement par les yeux via les voies rétiniennes. En effet, des premieres
observations chez 1’humain ont montré que I’absence des yeux bloquait I’information
photique et ainsi les réponses circadiennes®**. De plus, cela a ensuite été observé chez la

souris dans des expériences d’énucléation®®.

- Les horloges circadiennes (I’horloge centrale : les NSC et les horloges périphériques)

- Les voies de signalisations sortantes permettant de transférer les informations provenant

des horloges circadiennes au reste de I’organisme.

Meécanismes cellulaires

L’horloge centrale : les noyaux suprachiasmatiques

Les NSC localisés dorsalement du chiasma optique dans la partie antérieure de
I’hypothalamus chez les mammiferes contrdlent les rythmes associés aux comportements ainsi
qu’aux processus physiologiques. Ainsi, deux études majeures dans le domaine ont démontré que
des Iésions de ces noyaux abolissaient le rythme d’activité locomotrice de rats, mais ¢galement le
rythme de sécrétion de la corticostérone par les glandes surrénales®*® 3. D’autres études ont mis

en évidence que ces rythmes peuvent étre partiellement restaurés apres une greffe de NSC suite a
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une 1ésion de ces tissus®® 34% 350 Ainsi cette structure cérébrale est donc caractérisée comme

I’horloge centrale des rythmes circadiens.

Les NSC recoivent des informations d’origine photique directement via les voies

rétiniennes qui permettent ainsi leur propre synchronisation avec le rythme jour nuit*!, mais

35 353, 354, 355

permettent également d’envoyer des signaux d’origines nerveuses>>> ou humorales en

périphérie dans le but de synchroniser les horloges périphériques#® 339 336:357 1 es signaux peuvent

également émaner de rythmes circadiens controlés via le rythme de la température corporelle®>®

339360 'mais également via le rythme d’alimentation. Cependant, bien que considérés comme le
régulateur maitre des rythmes circadiens, il existe certains tissus tels que la rétine, ou le bulbe
olfactif qui vont présenter une synchronisation de leurs horloges circadiennes via un oscillateur
local autre que les NSC36!:362:363.364 'y aytres tissus tels que le foie présente une synchronisation
de ces horloges circadiennes via les NSC, mais également via un oscillateur local présent dans le
foig?63 365366 Ep effet, Kormann et al. ont mis en évidence la persistance de certains transcrits
exprimés de manicre rythmique dans le foie de souris ayant les horloges circadiennes altérées dans
le tissu, tel que le géne Per2 suggérant un contrdle via I’horloge centrale, les NSC*®°, Cependant

la majorité des transcrits rythmiques chez les souris de type sauvage sont dépendant des horloges

circadiennes des hépatocytes.

Les NSC sont composés de cellules neuronales et d’astrocytes, qui vont répondre a
différents signaux neuronaux externes dans le but d’activer ou d’inhiber les fonctions des NSC. En

effet, il existe trois voies neuronales majeures qui agissent sur les NSC (Figure 5) :

\oles de signalisation sortantes:
neuronales et humorales

DR
MR
5-HT
AVP
GABA
&
v — 5-HT
Ly "\_I RHT Gl GABA GRP GHT/
] j,l PY Glu

VIP
PACAP GABA
k NSC
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Figure 5. — Composition et organisation des noyaux suprachiasmatiques

Représentation schématique de la composition ainsi que des signaux arrivant dans et émanent
des noyaux suprachiasmatiques. Légende : la fléche verte représente la voie entrante permettant
de transférer les informations provenant de I’environnement a I’horloge centrale, les NSC et les
fleches rouges représentent les voies de signalisations sortantes permettant de transférer les
informations provenant des horloges circadiennes au reste de 1’organisme. RHT (systeme
hypothalamique rétinien), Glu (glutamine), PACAP (polypeptide activant I’adénylate cyclase),
SCN (noyaux suprachiasmatiques), AVP (Arginine vasopressin), VIP (vasoactive intestinal
peptide), GRP (gastrin-releasing peptide), NPY (polypeptide Y), 5-HT (sérotonine), GHT
(systeme hypothalamique géniculaire), MR (raphé médian), IGL (feuillet intergéniculaire).

- Le systeme hypothalamique rétinien (RHT)

Le systeme hypothalamique rétinien contient des cellules ganglionnaires de la rétine
contenant le photo-pigment mélanopsine. Ce systeme est considéré comme une voie directe

367

d’action sur les NSC via la sécrétion des neurotransmetteurs : glutamate®®’ et le polypeptide

activant 1’adénylate cyclase (PACAP)*®

jouant un rdle dans I’activation des fonctions des NSC.
Ainsi le glutamate agit directement sur la dépolarisation et I’augmentation des potentiels d’action
des neurones des NSC alors que le PACAP va avoir une action indirecte en modulant I’action du

glutamate sur les NSC3¢7- 368

- Le systeme hypothalamique géniculaire (GHT)

Le systéme hypothalamique géniculaire contient des cellules du feuillet intergéniculaire®
(IGL) et représente une voie indirecte d’action sur les NSC via la sécrétion des neurotransmetteurs :
polypeptide Y (NPY)*”? jouant un rdle inhibiteur de la fonction des NSC et le GABA renforgant le
signal du NPY. Ainsi, I’injection de NPY dans les NSC de hamster va avoir pour rdle de

resynchroniser le comportement des animaux lors de la phase lumineuse du cycle circadien®”!.
- Leraphé médian (MR)

Le raphé médian innerve la partie ventrale et centrale des NSC. Tout comme le systéme
hypothalamique géniculaire, le MR va avoir une action inhibitrice de la fonction des NSC via la
sécrétion de la sérotonine (5-HT)*’2. En effet la sérotonine va inhiber I’activité neuronale des

neurones des NSC.
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Ces voies de signalisation vont agir sur les NSC qui vont ensuite envoyer des signaux
neuronaux et humoraux aux tissus périphériques permettant de synchroniser les horloges

périphériques présentes dans ces tissus.

Les horloges périphériques

De nombreuses études ont démontré que 1’expression rythmique des génes et protéines des
horloges circadiennes dans les tissus périphériques persistait en culture in vitro en dehors de tous
signaux provenant des NSC37* 374375 " Ainsi, bien que les NSC soient les régulateurs maitres des
rythmes circadiens, certains tissus et cellules en périphérie expriment leur propre oscillateur. Ainsi
dans un premier temps, Balsalobre et a/. ont mis en évidence qu’un choc de sérum induisait
I’expression des genes des horloges circadiennes suggérant un role des glucocorticoides dans le

374 Dans

démarrage de novo ou dans la synchronisation des horloges circadiennes des fibroblastes
le méme modéele de cellules in vitro, des fibroblastes de souris, Nagoshi et a/. ont mis en évidence
que ces cellules exprimaient leur propre oscillateur et de maniére intrinseéque a la cellule tout
comme les NSC37, Ces résultats suggérent que les horloges circadiennes de ces cellules sont

capables de générer des rythmes circadiens en absence de signaux provenant d’autres oscillateurs.
Les horloges circadiennes périphériques se synchronisent via :
- Le systeme nerveux

Les NSC agissent via le systéme sympathique et le systéme parasympathique dans le cas
de la synchronisation des horloges des glandes salivaires et du foie””37%:37%:380 T es NSC envoient
des projections au niveau des noyaux paraventriculaires qui vont ensuite envoyer les signaux a ces
deux tissus. Les NSC agissent aussi via le systeme sympathique (via les voies rétiniennes, dans le
transfert d’information d’origine photique) dans la synchronisation des horloges circadiennes des
glandes surrénales influengant le relargage de glucocorticoides, hormone ayant un réle dans la
régulation des rythmes circadiens®’8, mais également dans la synchronisation des horloges

circadiennes du foie.

- Le systeme humoral
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Plusieurs hormones contrdlent et/ou sont contrélées par les horloges circadiennes. Ainsi,
voici une liste ci-dessous de certaines de ces hormones qui jouent un role dans le contrdle circadien

de ’homéostasie du vivant et qui controlent ¢galement la synchronisation des horloges.

La mélatonine :

Les NSC interagissent via le systéme sympathique avec la glande pinéale responsable de la
sécrétion de la mélatonine. Cette hormone joue des rdles importants et est considérée comme un
acteur clé dans le relai de I’information sur le cycle jour/nuit et joue ainsi sur le comportement, et

le sommeil des mammiféres entre autre>®!

. En effet, la mélatonine dont les récepteurs MT1 et MT2
sont exprimés sur les NSC entre autres, joue un réle in vivo dans 1’entrainement des rats gardés en
conditions constante d’obscurité et des humains?> 383 384 385,386,387 ‘Foalement in vitro, il a été
montré que cette hormone agirait sur I’amplitude ainsi que la phase d’explants de NSC mis en

culture®®:3% La mélatonine régule de plus la pression sanguine®°

et joue un rdle dans la régulation
de la réponse immunitaire®”!. Chez les humains et les primates, cette hormone agit également sur
les glandes adrénergiques en inhibant la production de cortisol (hormone appartenant a la famille

)392, 393, 394

des glucocorticoides connu comme ayant une action importante dans la synchronisation

des horloges circadiennes périphériques.

Les glucocorticoides :

Balsalobre et al. ont mis en lumiere le role des glucocorticoides dans la synchronisation des
cellules telle que des fibroblastes in vitro*®>. En effet les NSC contrdlent la sécrétion de cette
hormone par le cortex des glandes adrénergiques de manicre rythmique avec un maximum de
sécrétion tot le matin ou en début de phase lumineuse pour les animaux diurnes et tot en soirée ou
en début de phase d’obscurité pour les animaux nocturnes>’® 7 3% Ainsi, il a été démontré que
I’injection de dexaméthasone (glucocorticoide de synthése) entrainait un décalage de la phase
d’expression des génes des horloges circadiennes dans les tissus périphériques in vivo chez le rat®*.
Mais également que I’injection de dexaméthasone a des souris 1ésionnées au niveau des NSC
permettait la synchronisation de la machinerie circadienne du foie**. Finalement, dans un modéle
murin de décalage horaire, Kiessling et al. ont identifié les glucocorticoides comme étant un acteur
clé de la resynchronisation des horloges circadiennes*®. L’ensemble de ces études tend vers un

role important de cette hormone dans la synchronisation des horloges circadiennes périphériques.

La vasopressine :
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La vasopressine est produite par les NSC, les paraventriculaires et les noyaux supraoptiques
de I’hypothalamus. Les NSC régulent directement la sécrétion de cette hormone qui va avoir une

action sur I’inhibition de la sécrétion de corticostérone*?!- 402,

L’insuline, la ghrelin, 1’adiponectine et la leptine :

Ces hormones ont des roles dans les régulations métaboliques. La sécrétion de I’insuline
présente un maximum autour de 17 heures et un minimum autour de 4 heures chez les humains,
permettant son action de stockage de nutriments lors de la phase active. En effet, les horloges
circadiennes jouent un role dans la sécrétion de 1’insuline ce qui entraine un défaut dans le contrdle

de la glycémie. Ainsi une hypoinsulinémie*?* 404

a été observée chez des souris déficientes pour le
gene Bmall (geéne des horloges circadiennes essentiel au fonctionnement de celles-ci) ou des souris
ClockA"'A" (mutant génétiquement modifié des horloges circadiennes) et a I’inverse une

405,406 4 ¢té observée chez des souris déficientes pour le géne Cry ou Per. De plus

hyperinsulinémie
il a été démontré que I'insuline pouvait contrdler les horloges circadiennes. En effet, des
expériences menées sur des cultures primaires d’hépatocytes de souris et de rats ont montré que

’insuline pouvait resynchroniser les horloges de ces cellules*"”- 4%,

La ghreline est une hormone produite par I’estomac et le pancréas. Une étude a mis en
évidence que cette hormone contrdlait I’expression des genes des horloges circadiennes dans les

NSC entrainant une augmentation de I’appétit*®®.

L’adiponectine est sécrétée par le tissu adipeux et présente un pic de sécrétion entre 12 et

14 heures chez les humains*'% 41!

. Ainsi dans un modele murin mimant un syndrome métabolique
induit par une diminution de cette hormone, I’activité locomotrice de ces animaux était réduite
suivie également d’un décalage de phase d’expression des genes des horloges circadiennes dans le
foie et les tissus musculaires des animaux*!. La restauration de 1’expression de cette hormone dans
le foie des animaux résultait a un retour a la normale de I’activité locomotrice ainsi que de

’expression des génes des horloges circadiennes dans le foie des animaux étudiés*!.

La leptine est sécrétée par le tissu adipeux blanc en réponse a une augmentation du glucose
hépatique et présente un pic de sécrétion au cours de la nuit chez les humains. Une étude a montré

que cette hormone resynchronisait les génes de I’horloge circadienne centrale, les NSC*!3.

- La température corporelle
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La température corporelle est connue pour étre rythmée et présente son maximum en fin de

soirée chez I’humain®*'*

. Les oscillateurs périphériques peuvent étre contrdlés par les variations de
; ) . 358, 365, 415, 416 Ao -
températures corporelles lors d’un cycle de vingt-quatre heures . Ainsi, certains
oscillateurs périphériques sont fortement influencés par celle-ci. Les fibroblastes, le foie, les reins
et les poumons peuvent avoir leurs horloges circadiennes resynchronisées lorsque des explants de

tissus ou de cellules sont incubés a de faibles températures>® 415 365,

- La prise des repas

Le rythme d’alimentation est connu comme ayant un role important dans la synchronisation des
horloges en périphérie dont les horloges circadiennes présentent dans le foie3>% 360 417:418 Ep effet,
des expériences de restriction alimentaire le jour chez des rongeurs nocturnes entraine une
inversion de phase de I’expression des génes de 1’horloge dans le foie de ces animaux, ce qui n’est
pas le cas concernant I’expression des génes des horloges dans les NSC. De plus, Iactivité
locomotrice des animaux va augmenter juste avant la prise de repas des souris. Ce phénoméne
observé est appelé Food anticipatory activity. Ce processus n’est pas controlé par 1’horloge
centrale, puisque des animaux ayant des lésions des NSC présentent une persistance de ce
phénoméne d’anticipation d’activité*!®. Ainsi, il doit exister un oscillateur local ou systémique
autre que les NSC régulant ce processus. Plusieurs études ont écarté le role du bulbe olfactif*?°, de
I’hypothalamus ventro-médian**!, des noyaux thalamiques paraventriculaires*??, et du systéme
digestif**. D’autres études se sont intéressées a 1’hypothalamus dorsomédian (DMH). Cependant
I’ensemble de ces études se contredit. En effet Landry et al. ainsi que Moriya et al. ont mis de
I’avant que le DMH n’était pas responsable du phénomene de Food anticipatory activity, alors
Acosta-Galvan et al. ont montré que le DMH interagissait avec les NSC dans des conditions de

restriction alimentaire, suggérant un role de cette structure cérébrale dans le contrdle de ce

processus.

Mécanismes moléculaires

Les rythmes circadiens sont finement contrdlés par des horloges circadiennes composées
de genes de I’horloge qui sont exprimés de manicre rythmique dans les cellules (Figure 6).

L’identification et I’analyse des composants moléculaires des horloges circadiennes a permis de
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mettre en lumiére une conservation des mécanismes entre les différentes especes, que ce soit les
drosophiles, les cyanobactéries ou les mammiféres par exemple??® 42+ 425426 1 identification des
composants moléculaires des horloges circadiennes des mammiféres n’est discutée dans la
littérature que depuis environ deux décennies. Cependant le travail fourni par I’ensemble de la
communauté scientifique dans le domaine a permis en peu de temps de mettre en lumicre de
nombreux mécanismes via 1’'usage de modeéles murins déficients pour les génes des horloges

circadiennes.

La boucle de rétroaction transcriptionnelle/traductionnelle des geénes des horloges

circadiennes

Les horloges circadiennes sont composées de geénes/protéines (facteurs de transcription)
exprimés dans une grande majorité des tissus/cellules de manieére rythmique avec une période
d’environ vingt-quatre heures (Figure 6). Elles sont composées d’un complexe protéique
CLOCK/BMALI1 qui régule positivement la transcription des geénes Period (Perl-3) et
Cryptochrome (Cryl-2). Ces ARNm vont étre ensuite traduits en protéines dans le cytoplasme des
cellules. Ces protéines vont hétérodimériser avant d’étre transloquées aux noyaux afin d’inhiber
leur propre transcription en inhibant le complexe CLOCK/BMALL. En parallele de cette boucle de
rétroaction, une deuxiéme boucle impliquant d’autres génes de I’horloge intervient. Le complexe
CLOCK/BMALI régule également la transcription des geénes Rev-Erb (o et ) aussi nommés
Nrldl et Nrid?2 et des génes Ror (a, f, et 7). Ces ARNm vont ensuite étre traduits en protéines et
vont avoir des actions antagonistes dans la régulation transcriptionnelle du géne Bmall. Les genes
Rev-Erb vont inhiber alors que les genes Ror vont activer la transcription du gene Bmall. Chaque
gene des horloges circadiennes va avoir un pic d’expression (on parlera d’acrophase : moment ou
le geéne est le plus fortement exprimé sur vingt-quatre heures lors d’un cycle circadien) différent en
fonction de la nature du géne, du tissu ou des cellules ou il est exprimé. L annexe 1 résume
I’expression des genes des horloges circadiennes dans les tissus et cellules étudiés répertoriés dans

la littérature chez les rongeurs (souris et rat).
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Figure 6. — Boucle de rétroaction transcriptionnelle/traductionnelle des geénes de 1’horloge. Légende :

fleches verte (activation de la transcription), fleches rouges (inhibition de la transcription)

Les modeles murins génétiquement modifiés pour l’études des rythmes circadiens

Le premier geéne des horloges circadiennes identifi¢ chez les mammiféres est le géne
Clock*’. 1l a été découvert suite a une expérience de mutagénése via I’usage de N-nitroso-N-
éthylurée (ENU). Cette étude a permis d’identifier et d’isoler une souris ayant une activité
locomotrice arythmique lorsque celle-ci était placée en condition constante d’obscurité, donnant
ainsi le premier mutant des horloges circadiennes, la souris Clock®!”21°, Ce mutant présente une
mutation au niveau de I’exon 19 (changement d’un nucléotide A vers un nucléotide T), exon codant
pour le domaine d’interaction avec le partenaire moléculaire BMALI. King et a/. ont ensuite mis
en évidence que cette mutation résultait en la formation d’un mutant dominant négatif**®. Les souris
Clock®?'21 placées dans un cycle jour/nuit de douze heures de lumiére et douze heures d’obscurité
(cycle LD) vont avoir un comportement locomoteur similaire aux souris de type sauvage.
Cependant lorsque ces souris sont placées dans un environnement constant d’obscurité (cycle DD),
elles vont avoir un comportement locomoteur arythmique **”> *°. D’autres modeéles ont ensuite
suivi, tels que les souris déficientes pour le géne Clock. Cependant, ces souris présentent un
comportement locomoteur similaire aux souris de type sauvages, qui est di a I’analogue protéique
NPAS2 qui substitue la fonction de la protéine CLOCK*%*! D autres types de souris permettant

I’analyse des rythmes circadiens existent, telles que les souris déficientes pour les genes Cryl et
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Cry2, qui sont des mutants résultant d’une mutation entrainant une perte de fonction de la protéine.
Les souris Cry2 mutantes vont avoir une période allongée**?, alors que les souris déficientes pour
les deux geénes vont avoir un comportement locomoteur arythmique lorsqu’elles sont placées dans
un cycle DD*3 % 1] existe également des mutants pour les génes Period (1-3), mais qui vont avoir
une période plus courte de 0.5 a 1 heure en fonction du mutant*> 436 437. 438, 439 1 5 q¢]étion
uniquement du géne Bmall** est le seul modéle murin ou I’abolition des rythmes circadiens a été
observé dans les NSC et les tissus périphériques**!: 442 443 Ces différents modéles génétiques ont
permis de faire avancer la compréhension des rythmes circadiens et les mécanismes moléculaires

associés.

Dans la section : Mécanismes cellulaires, I’horloge centrale, nous avons établis basé sur la
littérature que certains tissus tels que le foie avaient leur propre oscillateur permettant de contrdler
de maniere rythmique certains processus physiologiques. L’ensemble des études qui en découlent
ont dans la grande majorité utilisée des mod¢eles murins génétiquement modifiés dont la fonction
des horloges circadiennes a été abolie uniquement a 1’échelle de certains tissus ou de certaines
cellules via différents mécanismes. Ainsi, prenons I’exemple de 1’étude de Kornmann et al. qui
démontre qu’en absence d’horloge fonctionnelle dans les hépatocytes, la majorité des genes
exprimés de manicre rythmique dans des souris de type sauvage est dépendante de I’horloge locale
alors que d’autres génes sont dépendants d’autres horloges®®. Cette étude s’inscrit parmi tant
d’autres dans la description du role essentiel des horloges circadiennes dans le contrdle circadien
de la transcription de geénes. Cependant, [’usage de ces différents modeles murins ne permet pas de
conclure que les horloges affectées par la délétion sont responsables de 1’abolition des rythmes
observés. En effet, nous pouvons émettre ’hypothése que 1’horloge étudiée est un relai a des
rythmes en amont de cette horloge ou qu’au contraire I’horloge étudiée génere des rythmes de
certains facteurs qui vont eux avoir une action sur le rythme du processus étudié. De plus, les
protéines des horloges circadiennes, via leur fonction de facteurs de transcription agissent dans le
controle de I’expression de milliers de genes de maniére rythmique ou non, on parlera de génes

contrdlés par les horloges circadiennes (ccg)*** 4.

L’usage de ces différents modeles murins dans le controle circadien de la réponse

immunitaire sera abordé plus en détail dans les prochaines sections.
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La fonction des genes des horloges circadiennes : action sur les genes controlés par les

horloges circadiennes

Les protéines des horloges circadiennes de par leur fonction de facteur de transcription
controlent I’expression de nombreux genes. Ainsi dépendamment du tissu ou des cellules étudiés,

343,361, 446,447,448, 449, 450, 451, 452, 453, 454, 455 Cependant sil’

le nombre de ccg peut varier de 5 a 25% on

449, 456 7

compare entre deux tissus, tels que les NSC versus le foie ou le foie versus le coeur®’,
seulement 10% environ des genes rythmés sont en commun entre ces tissus. De plus en fonction
du tissu ou du type de cellule considére, les génes des horloges circadiennes vont étre exprimés de
maniére rythmique ou non avec des phases d’expression similaires ou différentes (Annexe 1). Un
exemple pourrait étre la famille des génes Ror («, B, et ). En effet, en fonction des tissus analysés
la phase d’expression des génes va étre différente®® 4°°. De plus, dans les NSC I’expression

rythmique de Rora est robuste alors que dans les tissus en périphérie 1’oscillation circadienne de

460

ce gene va étre 1égere™”. De maniere intéressante, un autre variant du géne Ror, Rory, n’est pas

exprimé dans les NSC, mais est exprimé¢ dans les tissus périphériques et participe au

459,460 (Annexe 1). Une analyse de

fonctionnement des horloges circadiennes dans ces tissus
I’ensemble des études publi¢es dans le domaine, permet de conclure que la contribution de chaque
gene des horloges circadiennes ainsi que son role dans le fonctionnement des horloges circadiennes
peuvent varier d’un tissu a I’autre. On notera en effet, qu’en fonction du géne des horloges
circadiennes muté ou ¢limin¢ (Tableau 1) les souris présenteront un phénotype avec des
caractéristiques similaires, telles qu'une abolition du rythme du comportement locomoteur lorsque
les souris sont placées dans un cycle DD, mais présenteront aussi des caractéristiques différentes,

] 440

telle que I’infertilité pour les souris déficientes pour le gene Bmall™™, ou le développement de

syndrome métabolique pour les souris Clock®!'A1° 461 oy I’altération de la mémoire pour des souris

déficientes pour le géne Npas2*6?

. Ainsi, il est intéressant de noter que tous les genes des horloges
circadiennes ne sont pas rythmés ou peuvent avoir des phases d’expression différentes dans tous
les tissus et qu’une délétion de ces genes peut entrainer des phénotypes différents en fonction du
gene touché. En effet, ces observations permettent de spéculer quant au role des genes des horloges
circadiennes dans le controle de I’expression des ccg dans les cellules des différents tissus. Puisque
chaque tissu a sa propre fonction, nous pouvons penser que la régulation circadienne des ccg
impliquée dans des processus physiologiques va dépendre du moment ou I’organisme aura le plus

besoin de susciter un processus physiologique en particulier telles que la régulation du sommeil ou
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de la glycémie. De plus en fonction de la cellule ou du tissu considéré, les geénes controlés par les
horloges circadiennes peuvent étre différents, alors que les facteurs rythmiques comme CLOCK,
BMALI1, REV-ERB alpha et DBP sont exprimés de maniére ubiquitaire. Plusieurs possibilités
peuvent expliquer ce phénomeéne. En effet, Menet et a/. ont mis en évidence que les facteurs de
transcription CLOCK et BMALI appartenaient a la famille des facteurs de transcription dit
pionniers qui modulent I’accessibilit¢ de la chromatine aux différents facteurs permettant
’activation ou I’inhibition de la transcription des génes*®*. Dans une seconde étude, Menet et al.
ont découvert que CLOCK et BMALI1 promouvaient 1’accessibilité des régions dites enhancers
des geénes, permettant de faciliter la liaison de cofacteurs et de facteurs de transcription entrainant

464

ainsi I’activation de la transcription des génes™**. Ainsi ces deux études permettent de spéculer sur

le fonctionnement de ces facteurs rythmiques dans le contrdle de I’expression des ccg en fonction
du tissu ou de la cellule étudiée. En effet, un réle possible serait que ces facteurs de transcriptions
rythmiques controlent 1’ouverture/la fermeture de la chromatine de nombreux genes dans
I’ensemble des cellules/tissus de 1’organisme mais que cependant 1’expression rythmique de génes
variant d’un tissu a un autre serait dii en plus de la présence ou non des cofacteurs et molécules
importantes a la transcription a un certain moment de la journée. Ainsi des genes impliqués dans
la physiologie des macrophages tels que Mmp9 et Cx3crl seront controlés par les horloges

circadiennes de ces cellules, ce qui ne sera pas le cas dans les cellules du foie*®.

Géne altéré Phénotype Références

Bmall Infertlllté 440, 466, 467, 468, 469
Développement d’arthrose
Glucogénése anormale
Lipogénése anormale
Glucogéneése anormale
Arythmie du comportement locomoteur

Altération du sommeil

Clock Syndrome métabolique 461, 466, 470, 471
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Perl

Per2

Per3

Cryl/Cry2

Rora

Rorp

Rory

Npas2

Glucogénese anormale
Altération du sommeil

Arythmie du comportement locomoteur (cycle DD

prolongé)

Comportement locomoteur anormal en réponse a des
psychostimulants

Développement de cancer

Comportement locomoteur anormal en réponse a des
psychostimulants

Développement de cancer

Comportement locomoteur anormal en réponse a des

psychostimulants

Syndrome de phase de sommeil avancé

Syndrome de phase de sommeil retardé

Altération du sommeil

Ataxie cérébelleuse

Meétabolisme osseux anormal

Difficultés locomotrices

Dégénération rétinienne

Cécité

Difficulté de reproduction chez les males

Développement des organes lymphoides anormal

Homeéostasie anormale des lymphocytes

Altération du sommeil

Altération de la mémoire
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472,473, 474

474, 475, 476, 477

478, 479

480

481, 482, 483, 484

485

486, 487, 488

462, 489



Tableau 1. — Phénotypes associés a 1’altération des horloges circadiennes chez la souris

2.3Controle circadien de la réponse immunitaire

Les rythmes circadiens controlent de nombreux processus physiologiques chez les
mammiferes, incluant la réponse immunitaire innée et adaptative. Ainsi de multiples études ont
mis en évidence le role clé des rythmes circadiens dans le maintien de I’homéostasie de la réponse
immunitaire, ainsi que dans le contrdle de la réponse immunitaire lors d’une infection, de maladies
auto-immunes ou lors de développement de cancers*® #1- 42 Ces différentes études ont mis en
évidence plusieurs mécanismes intrinséques ou extrinseéques a la cellule ou au tissu étudié,
démontrant le caractére complexe du fonctionnement des horloges circadiennes. Les sections ci-
dessous introduiront point par point le réle des horloges circadiennes dans 1’homéostasie du

systéme immunitaire, de la réponse immunitaire innée puis de la réponse immunitaire adaptative.

Contréle circadien de I’homéostasie du systéme immunitaire

Dans le cas du systéme immunitaire, I’homéostasie représente la capacité de celui-ci a
s’adapter et d’ajuster son environnement interne dans le but de maintenir un état de constante
dynamique. Dans le cadre des rythmes circadiens, plusieurs études ont caractérisé le role de certains
genes des horloges circadiennes dans le développement et la différenciation de certaines cellules
impliquées dans la réponse immunitaire. D’autres études ont également caractérisé le role des
horloges circadiennes dans la recirculation des cellules immunitaires dans le sang, la lymphe et les

organes lymphoides et non lymphoides.

Role intrinseque des horloges circadiennes

Les genes des horloges circadiennes peuvent controler le développement de sous
populations de cellules du systéme immunitaire : les cellules lymphoides innées (ILC)**?, ainsi que
la différenciation de sous populations de lymphocytes T CD4 : les cellules T helper 17 (Th17)**.

Ces ¢études démontrent via I’usage de plusieurs modeles murins déficients pour le géne des horloges
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circadiennes Rev-Erba ou Nfil3 un role intrinséque de la machinerie des horloges circadiennes
dans la différenciation des lymphocytes T CD4 en lymphocytes Th17 et dans le développement
des ILC. Nfil3 appartient a la deuxieme boucle de rétroaction des horloges circadiennes. Son
expression est négativement régulée par Rev-Erba. Ainsi Yu et al. ont démontré que le géne Nfil3
inhibait la différenciation des lymphocytes T CD4 en lymphocytes Th17 via la régulation de
I’expression du géne Ror 1. Cette étude a démontré que des souris déficientes pour le géne Rev-
Erba avaient moins de lymphocytes Th17 que des souris de type sauvage et qu’a I’inverse des
souris déficientes pour le géne Nfil3 présentaient une augmentation du nombre des lymphocytes
Th17 par rapport aux souris de type sauvage. Ce méme groupe de recherche a également démontré

le role du géne Nfil3 dans le développement des cellules lymphoides innées***.

Le rythme de recirculation des cellules immunitaires dans le sang est observé depuis
plusieurs décennies chez les humains et les souris. Plusieurs mécanismes ont ét¢ mis en évidence

495 et les

dont le role essentiel et intrinseque du gene Bmall dans les cellules myéloides
lymphocytes T, Ces deux études ont utilisé des modeles de souris transgéniques permettant la
délétion du geéne Bmall uniquement dans les cellules myéloides ou dans les lymphocytes T
matures. Ainsi, la délétion du gene des horloges circadiennes Bmall dans les cellules myéloides,
et les lymphocytes T entraine une ablation du rythme de recirculation de ces cellules dans le sang,

la lymphe et les organes lymphoides secondaires*> 46,

Role extrinseque des horloges circadiennes

A I’opposé des lymphocytes Th17 et des ILC, le développement des lymphocytes B est
régulé également par le géne des horloges circadiennes, Bmall*"’, mais de maniére extrinséque aux
lymphocytes B. Sun et al. ont mis en évidence une diminution du nombre de lymphocytes B dans
le sang, la moelle osseuse et la rate de souris déficientes pour le géne de ’horloge Bmall*’. Via
un systéme de chimeres hématopoiétiques, cette étude a permis de déterminer quel compartiment
(hématopoiétique versus non hématopoiétique) était responsable de cette diminution du nombre de
lymphocytes B. Ainsi des souris de type sauvage ont été irradiées puis greffées avec des cellules
de moelle osseuse de souris déficientes pour le gene Bmall dans le but d’étudier le role des horloges
circadiennes du compartiment hématopoiétique dans un premier temps. L’analyse du nombre de

lymphocytes B ne variait pas en comparaison aux souris de type sauvage contrdles reconstituées
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avec une moelle osseuse issue de souris de type sauvage pour I’expression du géne Bmall.
Cependant, les souris déficientes pour le géne de 1’horloge Bmall irradiées et reconstituées avec
une moelle osseuse issue de souris de type sauvage présentaient le méme phénotype que les souris
déficientes pour le géne Bmall. Ainsi, cette étude a mis en évidence le réle du géne de 1’horloge
Bmall dans le développement des lymphocytes B de maniére extrinséque aux lymphocytes B.
Ainsi ces résultats montrent que les horloges circadiennes d’autres cellules que les lymphocytes B,
dans le cas de cette ¢tude, de cellules d’origine non hématopoiétiques peuvent contrdler des
mécanismes physiologiques de ces cellules. Cependant le mécanisme sous-jacent reste a étre
déterminé. Nous pouvons émettre I’hypothése que BMALI, via son action de facteur de
transcription, agit sur la transcription de génes impliqués dans la communication cellulaire entre
les cellules non hématopoiétiques et les lymphocytes B permettant ainsi leur développement dans

la moelle osseuse.

Tel que mentionné plus haut dans la section Contréle circadien de I’homéostasie du
systéeme immunitaire, Role intrinséque des horloges circadiennes, la recirculation des cellules
immunitaires dans le sang est rythmique. Ces études se sont portées sur I’analyse de la recirculation
des lymphocytes T dans le sang, la lymphe et les organes lymphoides secondaires (ganglions

lymphatiques et rate). Ainsi plusieurs mécanismes ont été mis en évidence :
- Les voies adrénergiques

Tel que mentionné plus haut dans la section Mécanismes cellulaires, les horloges
périphériques, les glucocorticoides ont une action sur la synchronisation des horloges
périphériques. Dans le cadre du rythme de recirculation des cellules immunitaires dans le sang,
plusieurs études ont mis en évidence une corrélation négative entre la concentration plasmatique
de cortisol et le nombre de lymphocytes T dans le sang. En effet, le nombre de lymphocytes T est
a son maximum dans le sang en fin de nuit lorsque la concentration plasmatique du cortisol est a
son minimum chez les humains. D’autres études ont démontré directement 1’implication du cortisol
dans le rythme de recirculation des lymphocytes. Ainsi Dimitrov et al., ont mis en évidence que
I’injection de prednisolone, un analogue synthétique du cortisol, chez les humains entrainait une

diminution du nombre de lymphocytes T dans le sang**®

. Ces résultats ont également été observés
chez les rongeurs**®- >, En effet, le rythme du nombre de lymphocytes T dans le sang des souris

¢était aboli apres une ablation chirurgicale des glandes surrénales responsable de la sécrétion de
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glucocorticoides, suggérant un role des NSC ou des horloges circadiennes des glandes surrénales
dans le controle du rythme de la recirculation de ces cellules. Cohen et al., ont également décrit
chez la souris qu’en réponse au cortisol les lymphocytes T quittaient le sang et se relocalisaient

dans la moelle osseuse*®’.

Une étude récente conduite chez la souris a mis en évidence que le nombre de lymphocytes
T CD4 et le nombre de lymphocytes B variaient lors d’un cycle circadien dans le sang, la lymphe,
et les ganglions lymphatiques drainants (ganglions axillaires, brachiaux, et inguinaux)>!.
L’analyse du rythme du nombre de lymphocytes T CD8 n’ayant pas été réalisée par cette étude ne
suggere pas qu’il n’existe pas. Les voies adrénergiques seraient responsables de cette variation
circadienne dans cette étude, puisque le rythme de recirculation de ces cellules dans le sang, la
lymphe et les ganglions lymphatiques était aboli chez des souris déficientes pour le récepteur
adrénergique B2 ainsi que dans le cas de souris traitées avec le 6 hydroxydopamine (6-OHDA)
ayant pour role d’éliminer de mani¢re pharmacologique les voies adrénergiques. Cette étude

suggere ainsi un role des NSC ou des horloges circadiennes des glandes adrénergiques dans ce

rythme de recirculation des cellules.

Une autre étude a mis en évidence le role des voies adrénergiques dans le rythme de
recrutement des cellules souches hématopoiétiques dans la moelle osseuse ainsi que dans le rythme
de recrutement de leucocytes dans les tissus squelettiques musculaires®*?. En effet, 1’élimination
des voies adrénergiques innervant les ganglions lymphatiques cervicaux ou inguinaux a permis de
conclure un rdle essentiel de ces voies dans le recrutement de leucocytes dans les tissus

périphériques.

L’ensemble de ces études suggerent ainsi que [’horloge centrale ou les horloges
circadiennes des glandes adrénergiques controleraient ce rythme. Cependant, tout comme le
développement des lymphocytes B, nous pouvons aussi spéculer que d’autres horloges

contrdleraient les horloges circadiennes présentent dans les glandes adrénergiques par exemple.
- Les facteurs chimiotactiques

De nombreuses ¢tudes ont mis en évidence le réle des facteurs chimiotactiques
(chimiokines et récepteurs associés) et des facteurs de migration dans le rythme de recirculation
des cellules immunitaires dans le sang. Ainsi, dans un premier temps I’expression rythmique de

Ccl2 par les cellules myé¢loides pourrait expliquer le rythme de circulation de ces cellules dans le
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sang*> 3% Dans un second temps, Scheiermann et al. ont montré un rythme des molécules
impliquées dans la migration des cellules, telles que P-sélectine, E-sélectine, ICAMI, et VCAM a
la surface des cellules endothéliales®*? 5%, Ce méme groupe de recherche a confirmé un rythme de
I’expression de Cxcr4, récepteur de chimiokine impliqué dans le recrutement de leucocytes dans
la moelle osseuse, mais également de lymphocytes T dans les organes lymphoides secondaires>*.
Le rythme d’expression de ce récepteur aux chimiokines avait été observé a la surface des

498,505 ' mais également a la surface

lymphocytes T en réponse au rythme du cortisol plasmatique
des leucocytes de souris et d’humain en réponse aux dérivés réactifs de ’oxygéne®*®. De plus
Shimba et al. ont démontré dans un élégant systéme 1’action des glucocorticoides sur 1’expression
rythmée de Cxcr4 en réponse au rythme d’expression du récepteur pour 1’interleukine 7 dans le

recrutement des lymphocytes T dans les organes lymphoides secondaires>"’.

Une autre récente étude a mis en évidence un rythme de I’expression du géne codant pour
CCR?7, impliqué dans le recrutement de lymphocytes T dans les zones T des organes lymphoides
secondaires, dans le contrdle du rythme de recirculation de ces cellules dans le sang, la lymphe, et

les ganglions lymphatiques**.

- Autres

D’autres études ont démontré via 1’'usage de modéle de souris transgéniques le role
extrinseque de la recirculation des cellules du systeme immunitaire. En effet, la délétion du gene
codant BMALL dans les cellules endothéliales entraine une ablation du rythme de recirculation des
leucocytes dans le sang et les tissus lymphoides et non lymphoides>*> >*. Ainsi de maniére non
intrinseéque aux cellules en migration, les horloges circadiennes peuvent agir dans le rythme de

recrutement et de recirculation de ces cellules.

Contréle circadien de la réponse immunitaire innée

Réponses immunitaires aux molécules dérivées de microbes

Les cellules de la réponse immunitaire innée reconnaissent des motifs de pathogenes via

des récepteurs de signaux de dangers, des PRR. Ainsi I’expression a la surface des cellules du
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systéme immunitaire inné de certains de ces récepteurs, tels que TLRS, TLR9, TLR3, TLR4 et

TLRS, est modulée par les horloges circadiennes® >-°.

I1 est connu depuis 1960 que la susceptibilité des souris a un syndrome d’infection général
(septicémie) induit par injection de lipopolysaccharide (LPS) varie en fonction du moment de la

journée ou la maladie est induite®®®

. Ainsi, une étude récente de Spengler et al. a mis en évidence
une différence jour/nuit (ZT6/ZT18) dans le niveau d’inflammation, et la mortalité des animaux
plus importante en milieu de jour (ZT6) suite a I’induction d’une septicémie a des souris qu’en
milieu de nuit (ZT18)*. De plus ce résultat corréle avec I’intensité d’activation de la voie de
signalisation NF-kB qui est accentué a ZT6. Cette étude a démontré que la protéine des horloges
circadiennes CLOCK interagissait avec la sous unité p65 de NF-kB entrainant une augmentation
transcriptionnelle de son activité et ainsi une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires. De plus, Keller et al. ont mis en évidence que des macrophages de la rate collectés
toutes les quatre heures puis stimulés ex vivo avec du LPS présentaient un rythme dans la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires telles que 1’interleukine 6 et le TNF-a*2. L’induction de
septicémie via I’injection de LPS par voie intrapéritonéale a des souris en début de jour subjectif
(CTO) ou en début de nuit subjective (CT12) montre également une différence jour/nuit, avec une
exacerbation de 1’expression des genes codant pour les cytokines pro-inflammatoires : I’IL6,
’IL12, codant pour les chimiokines : CCL5, CXCL1 et CCL2*”. Cette étude démontre que ’usage
de souris transgéniques n’exprimant pas le gene des horloges circadiennes Bmall dans les cellules
my¢loides ne montre plus de différence jour/nuit dans la sécrétion de 1’I16 apres induction de la
septicémie suggérant que la variation circadienne de la réponse immunitaire suite a I’induction
d’une septicémie est intrinseque aux cellules myéloides. De plus, Keller et al. avait écarté le role
des voies adrénergiques dans le controle circadien de la réponse a une septicémie puisque les
variations journaliéres persistaient chez des souris ayant subi une chirurgie d’ablation des glandes
surrénales. Finalement, Curtis et a/. ont également observé une accentuation de la mortalité, et du
niveau inflammatoire des souris injectées avec le LPS en début de nuit (ZT12) par rapport a des
souris injectées en début de jour (ZTO0). Cette étude a mis en lumicre que le micro ARN miR-155
ciblait BMALI et inhibait I’activité de NF-xB. L’ensemble de ces études mettent en évidence le
role des horloges circadiennes dans le controle de la réponse immunitaire a un choc septique.
Plusieurs études ont mis en évidence le role du géne des horloges circadien Rev-Erba. En effet,

des souris déficientes pour ce géne ne présentent plus de différence jour/nuit dans I’expression de
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I’Il6 suite a I’induction du choc septique et présentent également une augmentation de

’expression*”

. Des résultats similaires ont été trouvés chez I’humain, ou I’expression de ce géne
des horloges circadiennes dans les macrophages dérivés des monocytes été réduite via 1’usage
d’ARN interférant. A I’opposé, la surexpression de REV-ERBo a montré une diminution de la
sécrétion de I’IL6 suite a une stimulation avec du LPS*”. Une autre étude, menée sur la réponse
inflammatoire suite a I’inhalation de LPS chez des souris de type sauvage a montré que cette
réponse était rythmique dfi a un rythme de recrutement des neutrophiles dans les poumons®'’. Alors
que le rythme de recrutement de ces cellules suite a I’exposition au LPS chez des souris déficientes
pour le géne Rev-Erba est aboli et est associé a une diminution de I’expression de 1’116°!!. Dans
leur ensemble, ces études tendent a démontrer que les variations circadiennes de la réponse

immunitaire en réponse au LPS chez des souris sont controlées de manicre intrinseque aux cellules

my¢éloides via I’action de protéines de horloges circadiennes (CLOCK, BMALI et REV-ERB).

Dans le cadre de la reconnaissance d’autres motifs de pathogenes tels que les ilots CpG
(ADN), Silver et al. ont publié une étude sur le controle circadien de la réponse des macrophages®.
Ainsi, le TLRY reconnait des motifs ilots CpG d’origines bactériennes et virales entrainant une
réponse inflammatoire via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Dans cette étude, les
auteurs ont mis en évidence une corrélation positive entre le niveau d’expression maximum de ce
récepteur a la surface des macrophages, en milieu de nuit et la magnitude de la réponse lorsque les
cellules sont stimulées avec des ligands de ce récepteur en milieu de nuit®. En effet, ils ont observé
une augmentation de 1’expression de la cytokine TNFa, de la chimiokine permettant le recrutement
des monocytes et des macrophages au site inflammatoire : CCL2 ainsi que des molécules de

costimulation CD80 et CD86.

Les TLR3 et TLR8 reconnaissent les ARN d’origine bactérienne et virale entrainant
¢galement une réponse pro-inflammatoire. Ces deux récepteurs sont exprimés de manicre
rythmique a la surface des macrophages résidents du foie, les cellules de Kupffer®. Dans le cas
d’induction d’un syndrome d’infection général par ligation caecale chez la souris, le rythme
circadien de la réponse observé est associé au rythme d’expression du 7772 ainsi qu’a I’horloge des

leucocytes®!2.
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Réponses immunitaires a un microorganisme

Les horloges circadiennes contrdlent la réponse immunitaire impliquée dans différents

types d’infections d’origine bactérienne, virale, et parasitaire.
- Infection de type bactérienne

Plusieurs études menées chez la souris ont montré un role des horloges circadiennes dans
le contrdle de la magnitude de la réponse immunitaire en fonction du moment ou les souris sont
infectées avec des bactéries. En effet, des souris infectées avec la souche bactérienne Diplococcus
pneumoniae, ou Salmonella Typhimurium ou Listeria monocytogenes entrainait une augmentation
de la mortalité ou de la charge bactérienne dans les tissus étudiés lorsque les souris étaient infectées

le jour par rapport a la nuit®!3 314515,

Dans le cas de I’étude du controle circadien de la réponse immunitaire des souris a
Salmonella Typhimurium®"®, I’augmentation de la mortalité des souris infectées le jour par rapport
a la nuit était associée a une augmentation du nombre de CFU dans le c6lon des souris ainsi qu’un
score de la pathologie élevé (infiltration des monocytes, des cellules polynucléaires neutrophiles,
¢érosion de la surface du colon, etc.). Les auteurs ont également démontré une contribution des
horloges circadiennes puisque le rythme de marqueurs liés a 1’inflammation dans le cdlon de ces

souris était aboli dans des souris Clock2!?A19,

Dans le cas de I’é¢tude du contrdle de la réponse immunitaire des souris a Listeria

monocytogen es’1

, les auteurs ont observé un rythme de la recirculation des monocytes
inflammatoires dans le sang et la rate avec un maximum en milieu de jour (ZT4-ZT8), ainsi qu’un
rythme de recrutement de ces cellules dans le péritoine inflammé induit par injection de
thioglycollate (modéle d’inflammation du péritoine), avec un maximum a ZT8 par rapport a ZTO
et ZT12. Les auteurs ont également mis en évidence, une augmentation de la mortalité des souris
lorsqu’elles sont infectées avec la souche bactérienne Listeria monocytogenes a ZT8 par rapport a
ZT0, associ¢ a une augmentation des molécules liées a I’inflammation (cytokines pro-
inflammatoires, chimiokines) : IL1J, IL6, TNFa, IFNy et CCL2 (chimiokine impliquée dans le
recrutement des monocytes et des macrophages au site inflammatoire) dans le péritoine, et une
augmentation de CCL2, IL1p, IL6, et IFNy dans le sérum des souris infectées a ZT8 ainsi qu’a une

augmentation du nombre de monocytes inflammatoires recrutés au site inflammé. De maniere

intéressante, 1’oscillation de ces cellules était abolie dans les souris déficientes pour le géne des
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horloges circadiennes Bmall dans les cellules myéloides, suggérant un réle intrinséque a ces
cellules dans le recrutement des cellules au site inflammatoire ainsi que dans le controle circadien

de la réponse immunitaire a Listeria monocytogenes.
- Infection de type viral

D’autres études utilisant des modéles d’infection virale ont également montré un role des
horloges circadiennes dans le contrdle de la magnitude de la réponse en fonction du temps ou les
souris sont infectées. Ainsi, Gadnidze et a/. ont mis en évidence le role de la protéine des horloges
circadiennes REV-ERB dans le contrdle d’une infection avec le virus de la stomatite vésiculaire
(VSV) 316 Dans cette étude, les auteurs ont montré que des souris infectées par voies intranasales
avec le VSV a ZT12 ont un meilleur taux de survie que des souris infectées a ZT0, ceci est associé
a une augmentation de la chimiokine CCL2 a ZTO ce qui pourrait expliquer I’exacerbation de
I’inflammation a ZTO et donc 1’augmentation de la mortalité des souris lorsqu’elles sont infectées

a ce moment de la journée.

Une deuxieme ¢étude a également mis en évidence le role des horloges circadiennes dans le
contrdle de la réplication du virus de I’herpes. En effet, le rythme observé était aboli dans les souris

déficientes pour le géne Bmall’"’.

- Infection de type parasitaire

Les infections parasitaires, telles que Aspergillus fumigatus, Leishmania major, et Trichuris
muri sont également controlées par les horloges circadiennes®'® 1% 320, Ainsi les études de
Kiessling et al. et de Hopwood et al. ont démontré un role intrinseque des horloges circadiennes
des cellules du systéme immunitaire’’® >2° (les cellules myéloides dans le cas de 1’étude de

Kiessling et al. et les cellules dendritiques dans le cas de I’étude de Hopwood et al.)

Dans le cas des infections avec le parasite Leishmania major, 1’étude de Kiessling et al. a
mis en évidence que des souris infectées avec ce parasite au niveau du coussinet plantaire
présentaient une augmentation du nombre de parasites au niveau du site d’infection ainsi que dans
les ganglions lymphatiques proches du site d’infection (ganglion poplit€) aprés une infection a
CT15 par rapport a CT3%%°. Ceci est associé avec une augmentation du nombre de macrophages 3
heures post infection et une augmentation du nombre de cellules polynucléaires neutrophiles 6
heures post infection dans la cavité péritonéale des souris infectées a CT15 par rapport a CT3. Cette

différence jour/nuit est controlée par les horloges circadiennes des cellules du systéme immunitaire,
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autre que des lymphocytes T et des lymphocytes B, puisque des souris reconstituées avec une
moelle osseuse de souris déficientes pour les génes Bmall et Rag? puis infectées a CT15 ou CT3
ne présentaient plus de rythme circadien de la charge parasitaire dans les cellules présentent dans
le site d’infection (péritoine), et dans le recrutement de cellules polynucléaires neutrophiles et de

macrophages.

Dans la deuxiéme étude, Hopwood et al. ont mis en évidence le réle des horloges
circadiennes des cellules dendritiques dans le contrdle de la magnitude de la réponse a une infection
avec Trichuris muris®”. En effet, en fonction du moment de la journée ou les souris sont infectées
la cinétique d’expulsion du parasite et donc d’élimination de 1’infection variait. Ainsi la charge
parasitaire dans le colon et le caecum des souris était plus importante apres une infection a ZT12
par rapport a ZT0. De plus, I’analyse de marqueurs (IgGl et IL13) associés a la réponse
immunitaire induite par ce type d’infection, une réponse immunitaire impliquant les lymphocytes
T CD4 helper 2 (Th2) a permis de mettre en évidence une augmentation de ces marqueurs dans le
sérum suite a une infection faite a ZT0. Les différences jour/nuit observées étaient abolies dans des
souris déficientes pour le gene des horloges circadiennes Bmall dans les cellules dendritiques,
suggérant un role essentiel de I’horloge de ces cellules dans le controle de I’infection pour ce
parasite. Le mécanisme par lequel 1’horloge des cellules dendritiques agirait sur ce rythme de

réponse n’est cependant pas clair.

Controéle circadien de la réponse immunitaire adaptative

Le controle circadien de la réponse immunitaire adaptative via les lymphocytes T et les
lymphocytes B a été observé dans différentes études conduites depuis quelques décennies®!. Trois
études pionnicres dans le domaine ont établis en 1976 qu’il existait un lien entre les rythmes
circadiens et la réponse antigéne spécifique’?> 52% 324, En effet, Eskola et al. ont mis en évidence
un rythme de réponse des lymphocytes T dans une expérience de MLR plus important en fin de

matinée, milieu de journée par rapport au reste de la journée chez I’humain??

. Alors que Kaplan
et al. ont mis en évidence que la réponse a une stimulation in vitro des cellules du sang de patient
avec I’antigéne streptokinase streptodornase était plus importante la nuit par rapport au reste de la
journée®?*. Finalement la troisiéme étude publiée dans le domaine par Fernandes et al. a mis en

évidence chez la souris, que la réponse des splénocytes a une immunisation avec des globules
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22 Ainsi

rouges de moutons était exacerbée en fin de phase d’obscurité/début de phase lumineuse
ces trois études ont contribué a I’observation d’un rythme de réponse immunitaire a un antigéne.
D’autres études ont ensuite €té conduites, permettant d’analyser plus en détail la prolifération, la

sécrétion de cytokines a une stimulation antigénique in vitro et in vivo.

Prolifération des lymphocytes en réponse a un antigene

Suite a la reconnaissance antigénique, les lymphocytes T vont enclencher un programme
permettant leur activation, prolifération/expansion clonale, et leur sécrétion de cytokines. Il est
admis chez I’humain que la concentration de cortisol plasmatique est a son minimum en milieu de
nuit et est a son maximum le matin. Ainsi, une étude a montré que la prolifération des lymphocytes
en réponse a la toxine tétanique était plus importante lorsque le niveau de concentration
plasmatique du cortisol est a son plus bas la nuit™*>. Une autre étude a mis en évidence que
dépendamment du moment ou 1’adjuvant de Freund est injecté en sous-cutané a des rats, cela
entrainera une différence dans le niveau de prolifération des lymphocytes T>2% 3?7, Ainsi les cellules
des ganglions lymphatiques restimulées avec de la Concanavalin A permettant de stimuler les
lymphocytes T et d’entrainer leur prolifération est plus importante lors de la phase lumineuse que
ce soit chez des jeunes ou des vieux rats. Cependant I’amplitude du rythme observé de prolifération
des lymphocytes T CDS8 chez les jeunes rats était diminuée chez les vieux rats. Ce qui n’est pas le
cas pour les lymphocytes T CD4. Ces résultats suggerent qu’il existe plusieurs facteurs impliqués
dans le rythme de prolifération des lymphocytes T dont 1’age, et que cela peut jouer sur un sous-
type de cellule en particulier. Nos laboratoires ont mis en évidence que la prolifération des
lymphocytes T était dépendante des horloges circadiennes!. En effet, des lymphocytes T CD4 et T
CD8 de souris de type sauvage ont été collectés puis stimulés ex vivo avec un anti-CD3 et un anti-
CD28. Ces cellules proliféraient plus en fin de phase lumineuse/début de phase d’obscurité par
rapport au reste de la journée. De plus ce rythme observé était aboli chez des souris Clock®!”4/1°,
suggérant une contribution des horloges circadiennes dans le contrdle du rythme de prolifération

des lymphocytes T.
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Réponse des lymphocytes T suite a une stimulation antigénique in vitro ou ex vivo

Plusieurs études menées chez I’humain et la souris ont montré qu’il existait un lien entre
les rythmes circadiens et la réponse des lymphocytes T et des lymphocytes B suite a une stimulation
antigénique. Ainsi, chez I’humain la stimulation antigénique de cellules du sang avec de la toxine
tétanique montre qu’il y a un nombre plus élevé de cellules qui produisent de I'IFNy en début de

528, Une autre étude a mis en évidence

nuit et de cellules qui produisent plus d’IL2 en milieu de nui
un rythme du nombre de lymphocytes T CD4 IFNy" et du nombre de lymphocytes T CD4 IL2"
aprés une stimulation des cellules du sang avec de la PMA ionomycine®?. Lors de cette étude, le
transcriptome des lymphocytes T CD4 IFNy" a montré que le moment ou il y avait une sécrétion
augmentée d’IFNy par ces cellules, il y avait un enrichissement en geénes impliqués dans la
signalisation de la voie NF-kB impliquée dans I’activation des lymphocytes T. Une autre étude
menée par notre laboratoire chez des sujets humains simulant le travail de nuit a montré qu’il y
avait un avancement de phase du rythme de sécrétion de I’IFNy et de I’[L2 suite a une stimulation
avec du PHA par rapport au méme sujet humain étant placés dans une simulation de travail de

530 Cependant, I’avancement de phase de ce rythme n’est pas associé a un rythme du nombre

jour
de lymphocytes T sécrétant ces cytokines ou au rythme de sécrétion de la mélatonine, marqueur de
I’horloge centrale, puisque ces deux rythmes ne variaient pas que ce soit des sujets ayant été dans
un cycle de travailleur de nuit versus un cycle de travailleur de jour. Ces résultats suggerent que le
rythme du nombre des lymphocytes T dans le sang pourrait étre controlé par I’horloge centrale ce
qui ne serait pas le cas du rythme de sécrétion des cytokines en réponse a une stimulation
antigénique. Ainsi, ces études permettent de mettre en évidence la contribution de plusieurs

horloges circadiennes dans le controle de la réponse immunitaire.

Réponse des lymphocytes T suite a une stimulation antigénique in vivo

Plusieurs études publiées dans les 10 dernieéres années ont permis de faire avancer la
recherche dans la compréhension du rdle des rythmes circadiens dans la réponse immunitaire
adaptative. Les travaux publiés par notre laboratoire en 2011 ont mis en évidence une différence
jour/nuit dans la réponse des lymphocytes T CDS8 suite a une vaccination faite avec des cellules

dendritiques chargées avec le peptide de 1’ovalbumine, OVAs7.264 (SIINFEKL) (DC-OVA)!. En

89



effet, des souris de type sauvage ont été vaccinées avec des DC-OVA a ZT6 ou a ZT18 et I’analyse
de D’expansion clonale des lymphocytes T CDS8 spécifique pour le complexe K°OVA a été
déterminé 7 jours post vaccination ou la réponse immunitaire dans le contexte de ce type de
vaccination est a son maximum. En parall¢le les splénocytes de ces souris vaccinées ont été
restimulés ex vivo avec le peptide OVAzs7.264 dans le but d’analyser les fonctions effectrices des
lymphocytes T CDS, le pourcentage de cellules sécrétant de I'IFNy. Dans cette étude nos
laboratoires ont mis en évidence que I’expansion clonale ainsi que le pourcentage de lymphocytes
T CD8 CD44" IFNy" étaient plus importants aprés une vaccination faite a8 ZT6 par rapport a ZT18.
D’autres études de recherche ont suivi et ont commencé a déterminer les mécanismes moléculaires

possibles de ce rythme de réponse immunitaire adaptative.

Ainsi Hemmers et a/. ont statué¢ une absence du rdle des horloges des lymphocytes T dans
le rythme de réponse de ces cellules a une infection avec Listeria monocytogenes®!. En effet, dans
leur étude ils ont mis en évidence que ce soit chez des souris de type sauvage ou déficientes pour
le géne Bmall dans les lymphocytes T, un rythme du pourcentage de lymphocytes T CD4 IL2" et
de lymphocytes T CD8 IL2", suggérant que I’horloge des lymphocytes T n’est pas impliquée dans

ce rythme de réponse.

Suzuki et al., Druzd et al. ainsi que Shimba et a/. ont mis en évidence que le rythme de la
réponse des lymphocytes B et des lymphocytes T respectivement dépendait du nombre de ces
cellules dans les organes lymphoides secondaires au moment ou la stimulation antigénique est

induite (ganglions lymphatiques dans ces deux études)**® >01-307,

Ainsi, dans I’étude de Suzuki et al. les auteurs ont immunisé les souris a ZT5 (moment ou
il y a le moins de lymphocytes B dans les ganglions lymphatiques) ou ZT17 (moment ou il y a le
plus de lymphocytes B dans les ganglions lymphatiques) dans les oreilles avec du NP-CGG
permettant de stimuler la réponse humorale, et donc la réponse des lymphocytes B*°!. Les auteurs
ont observé une production d’IgM et IgG1 ainsi qu’une expansion clonale des lymphocytes B ayant
répondu a la stimulation antigénique plus importante suite a I’immunisation faite & ZT17 par
rapport a ZT5. L’ablation des voies adrénergiques via I’usage de molécule telle que le 6-OHDA, a
permis d’observer une abolition de rythme du nombre de lymphocytes B dans les ganglions
lymphatiques ainsi qu’une abolition du rythme de réponse de ces cellules suite a I’immunisation

avec le NP-CGG. Ces résultats suggerent que les voies adrénergiques contrdlent le rythme de la
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recirculation des lymphocytes B d’une part et que cela a des conséquences fonctionnelles d’une
autre part, puisque le moment ou le nombre de cellules est son maximum correspond au moment

ou la réponse suite a une stimulation antigénique est plus importante.

Druzd et al. ont montré des résultats similaires a cette étude, mais dans un contexte de
stimulation antigénique de la réponse des lymphocytes T*®. Dans leur étude les auteurs ont utilisé
de modele murin de la sclérose en plaques (EAE, Experimental autoimmune encephalomyelitis),
en immunisant des souris avec le peptide MOGss.ss (myelin oligodendrocyte glycoprotein) a ZT8
(moment ou il y a le moins de lymphocytes B dans les ganglions lymphatiques) ou ZT20 (moment
ou il y a le plus de lymphocytes B dans les ganglions lymphatiques). L’analyse du score de la
maladie ainsi que le niveau de démyélinisation de la moelle épiniére au niveau de la région
lombaire des souris a montré une exacerbation de la maladie lorsque les souris ont été vaccinées a
Z7T8 par rapport a ZT20. De plus, ce rythme de réponse est aboli chez des souris déficientes pour
le géne Bmall dans les lymphocytes T. Ces résultats suggerent que I’horloge intrinséque des
lymphocytes T controle le rythme de la recirculation des lymphocytes T d’une part et que cela a
des conséquences fonctionnelles d’autre part, puisque le moment ou le nombre de cellules est son
maximum correspond au moment ou la réponse suite a une stimulation antigénique est plus

importante.

La troisiéme étude publiée tres récemment en 2018 par Shimba et al. a identifié un autre
mécanisme dans la recirculation des lymphocytes T dans les organes lymphoides secondaires®®’.
Dans cette étude, les auteurs ont utilisé des souris déficientes pour le géne codant pour le récepteur
pour les glucocorticoides (GR) dans les lymphocytes T pour démontrer qu’en absence de
I’expression de ce gene dans les lymphocytes T, 1’oscillation de ces cellules est abolie. De plus,
tout comme les deux précédentes études, les auteurs ont démontré que le moment ou il a le plus de
lymphocytes T dans les organes lymphoides secondaires correspond au moment ou la réponse est
la plus forte a une stimulation antigénique. En effet, des souris de type sauvage ont été infectées
avec la souche bactérienne de la Listeria monocytogenes-OVA a ZT4 (moment ou il y a le moins
de lymphocytes T dans les ganglions lymphatiques) ou a ZT16 (moment ou il y a le plus de
lymphocytes T dans les ganglions lymphatiques) et ont observé que I’expansion des lymphocytes
T CDS8 spécifique pour le complexe K°"OVA était plus importante aprés infection a ZT16 par
rapport a ZT4. Cette différence jour/nuit était abolie dans les souris déficientes pour les GR dans

les lymphocytes T. Ainsi cette troisiéme étude contribue a la compréhension des mécanismes
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moléculaires impliqués dans le rythme de recirculation des lymphocytes T dans les organes
lymphoides secondaires, le sang, et la lymphe et donc la contribution de ce rythme dans le rythme

de réponse de ces cellules suite a une stimulation antigénique.

Les trois études présentées ci-dessus posent des conclusions similaires expliquant pourquoi
le systéme immunitaire adaptatif va étre enclin a répondre de maniére plus efficace a un moment
donné de la journée par rapport a un autre : le rythme de recirculation des lymphocytes T et des
lymphocytes B dans le sang, la lymphe et les ganglions lymphatiques. Cependant les mécanismes
moléculaires décrits dans ces trois études par lesquels ce rythme de recirculation des cellules est
possible sont différents. Ainsi, I’ensemble des résultats de ces deux études nous montre la

complexité du contrdle circadien de la réponse immunitaire adaptative.
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Chapitre 2 — Raisonnement et hypothese

Les rythmes circadiens permettent d’anticiper tout changement de 1’environnement dans le
but de permettre a I’organisme de maintenir un équilibre homéostatique. Ainsi les rythmes
circadiens controlent de nombreux aspects de la physiologie du vivant, incluant la réponse
immunitaire innée et adaptative. Trois études ont ouvert le chemin dans 1’observation du contrdle
circadien de la réponse immunitaire adaptative en 1976°%% 323524 Depuis, plusieurs groupes de
recherches ont développé des outils et mis en place des protocoles expérimentaux permettant de
comprendre le role des horloges circadiennes dans cette réponse immunitaire antigéne spécifique

médiée entre autres par les lymphocytes T.

Il a été reconnu récemment par I’organisme mondial de la santé que le travail de nuit connu
pour altérer les rythmes circadiens était un facteur de risque dans le développement de cancers.
Ainsi il est essentiel d’essayer de comprendre comment les horloges circadiennes controlent la
réponse immunitaire dans un but de mettre en place des thérapies permettant d’améliorer les effets

de molécules déja existantes, mais également dans le but de diminuer les effets secondaires.

Aux laboratoires, Erin E. Fortier et al. ont mis en évidence un rythme diurne de la réponse
des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique par des cellules dendritiques'. Des souris
CS57BL/6J vaccinées avec des DC-OVA a ZT6 présentaient une meilleure expansion des
lymphocytes T CDS8 dont le TCR est spécifique au complexe K°\OVA par rapport & un groupe de
souris vacciné a ZT18'!. De plus lorsque les souris vaccinées a ZT6 étaient sacrifiées 7 jours post
vaccination a ZT18 et inversement lorsque les souris étaient vaccinées a ZT18, mais sacrifiées a
ZT6 les résultats étaient identiques, soit une meilleure expansion des lymphocytes T CDS8 suite a
une vaccination faite a ZT6, suggérant que cette différence jour/nuit prend place tres tot dans

I’activation des lymphocytes T CD8 par les cellules dendritiques.

L’hypothese de recherche de cette thése de doctorat est qu’une horloge circadienne contrdle
la réponse des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique, et que 1’horloge responsable est

celle des lymphocytes T CDS8. Ainsi les objectifs de ma thése de doctorat €taient les suivants :

- Déterminer la nature du rythme de réponse des lymphocytes T CDS a la présentation

antigénique par des cellules dendritiques. En effet, les travaux de nos laboratoires ont



¢été réalisés dans un cycle LD ne permettant pas de conclure a un rythme circadien et
donc a un rythme initié par les horloges circadiennes.

Identifier la ou les horloge(s) circadienne(s) responsables de ce rythme.

Identifier le/les mécanisme(s) moléculaire(s) sous-jacent(s) a ce rythme de réponse des

lymphocytes T CDS8 a la présentation antigénique par des cellules dendritiques.
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Chapitre 3 — Matériels et méthodes

1. Souris

Les souris C57BL/6J (numéro de catalogue 000664)>32, Bmall"" (fond génétique C57BL/6J,
numéro de catalogue 007668)**!, PER2::LUC (fond génétique C57BL/6J, numéro de catalogue
006852)*" et B6.SJL-Ptprc® Pepc’/BoyJ (numéro de catalogue 002014) 333 ont été achetées chez
Jackson Laboratory. Les souris OT-1 Rag2”™ 3% 35 (fond génétique C57BL/6N, numéro de
catalogue 2334-F et 2334-M) ont été achetées chez Taconic. Les souris E8I-Cre™33¢ (fond
génétique C57BL/6N) ont été obtenues du laboratoire du Dr Michel Tremblay (Centre de recherche
sur le cancer Rosalind et Morris Goodman, Universit¢ McGill). Les souris Bmall™** (fond
génétique C57BL/6J) ont été obtenues du laboratoire du Dr Kai-Florian Storch (Centre de
recherche de D'institut en santé mentale Douglas, Universit¢ McGill) et croisées dans le but
d’obtenir des souris Bmall™" et Bmall”". Les souris (C57BL/6J X B6.SJL)r (CD45.1/CD45.2) ont
¢été obtenues par le laboratoire du Dre Simona Stiger (INRS, Institut national de la recherche
scientifique Armand Frappier). Les souris Bmall" et E8I-Cre™" ont été croisées dans le but
d’obtenir des souris E8I-Cre™" Bmall"" (souris déficiente pour le géne Bmall dans les lymphocytes
T CD8 matures, A/A) et des souris ESI-Cre”” Bmall"" (souris sufficiente pour le géne Bmall dans
les lymphocytes T CD8 matures, f/f). L’ensemble des colonies de souris ont ét¢ maintenues a
I’animalerie du Centre de recherche de I’institut universitaire en santé¢ mentale Douglas. Toutes les
expériences menées sur les souris ont été conduites au Centre de recherche de I’institut universitaire
en santé mentale Douglas. L’utilisation des souris a ét€ approuvée par le comité d’éthique du Centre
de recherche de I’institut universitaire en santé mentale Douglas et est en accord avec le conseil

canadien de protection des animaux.

2. Cytométrie en flux

Le détail des anticorps et réactifs utilisés sont dans le tableau ci-dessous (Tableau 1). Les
expériences ont €té réalisées soit avec un FACSCalibur (BD Biosciences) au Centre de recherche

de I’institut universitaire en santé mentale Douglas, un LSR II Fortessa, LSRII ou FACSCanto (BD



Biosciences) au Centre de recherche de 1’Hopital Maisonneuve-Rosemont et les analyses ont été

réalisées avec le logiciel FlowJo (version 9.3.2).

L’ensemble des marquages de surface des cellules a été réalisé a 4°C pendant 20 minutes
dans une solution de marquage FACS maison (recette pour 1L : 10 g de DMEM sans rouge phénol,
30 ml d’HEPES 1M, 30 ml de sérum de cheval, 10 ml de solution de sodium azide a 10%, complété
jusqu’a obtention d’un litre de solution avec de I’eau déionisée) a I’exception du marquage avec le
tétramére KPOVA qui a été réalisé a 37°C pendant 15 minutes. Le tétramére K°OVA a été
tétramérisé aux laboratoires (Centre de recherche de I’institut universitaire de santé mentale
Douglas ou Centre de recherche de 1’Hopital Maisonneuve-Rosemont) a partir des monomeres
fournis par le laboratoire du Dr Alain Lamarre. Ainsi, 250 pg de monomeéres ont été incubés toute
la nuit sous agitation faible a 4°C avec 80 pl total de streptavidine couplé avec le fluorochrome
phycoérythrine (PE), ajouté a coup de 5 pl toutes les 5 minutes. Le tétramére a ensuite été filtré
dans une colonne amicon® Ultra 0.5 ml (UFC510024) le lendemain matin puis testé sur un mix de
splénocytes issus de souris OT1 Rag2” et issus de souris C57BL/6J (ratio 10:90), suivi d’un
marquage de surface classique réalisé a 4°C pendant 20 minutes avec les anticorps anti-CDS8 et
anti-CD44 puis lavés avec la solution de marquage FACS avant d’€tre analysés par cytométrie en

flux.

Les marquages intracellulaires, tels que I'IFNy ont été réalisés sur des cellules
préalablement fixées avec de la paraformaldéhyde (PFA) 2%. Les cellules ont été perméabilisées
avec une solution de perméabilisation (0.5% saponine dans une solution de marquage pour le FACS
faites maison) pendant 10 minutes puis lavées avec la solution de permeéabilisation avant d’€tre
marquées avec ’anticorps anti-IFNy pendant 30 minutes a température picce. Les cellules ont
ensuite été lavées deux fois avec la solution de perméabilisation suivie d’un lavage avec la solution
de marquage FACS avant d’étre marquées avec des anticorps anti-CD8, et anti-CD44 pendant 20
minutes a 4°C puis lavées avec la solution de marquage FACS avant d’étre analysés par cytométrie

en flux.

Les marquages intracellulaires, tels que les facteurs de transcription (ex : IRF4, T-bet) ont
été réalisés sur des cellules fixées puis perméabilisées avec le kit FoxP3 (eBioscience™, numéro
de catalogue : 00-5523-00). Les cellules ont été incubées avec les anticorps anti-IRF4 et anti-Tbet

pendant 30 minutes a 4°C puis lavées une fois avec la solution de perméabilisation du kit et lavées
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une fois avec la solution de marquage FACS. Les cellules ont ensuite ét¢ marquées pour les
marqueurs de surface pendant 20 minutes a 4°C puis lavées avec la solution de marquage FACS

avant d’étre analysés par cytométrie en flux.

Les marquages intracellulaires, tels qu’effectués pour les protéines phosphorylées (pS6 et
pAKT) ont été réalisés sur des cellules fixées puis perméabilisées avec la trousse BD
Cytofix/Cytoperm™ (BD Bioscience, numéro de catalogue : 10574475). Les splénocytes ont été
incubées 30 minutes a 37°C dans un milieu appauvrit en facteurs de croissance (milieu RPMI 1640
1% FBS), suivi d’une restimulation de 30 minutes avec 2 pg/ml de peptide OVA2s7-264 dans du
milieu RPMI 1640 complet 10% FBS. Les cellules ont ensuite été marquées pour les marqueurs de
surface CD8, CD45.1, et CD45.2 pendant 20 minutes a 4°C, puis ont été lavées avec la solution de
marquage FACS puis fixées avec la trousse de fixation/perméabilisation de la compagnie BD
Biosciences (#554714). Les cellules ont ensuite été lavées avec la solution de perméabilisation de
la trousse suivi du marquage des protéines phosphorylées S6 (sérine 235 et 236) et AKT (sérine
473) pendant 30 minutes a 4°C puis lavées avec la solution de marquage FACS avant d’étre

analysés par cytométrie en flux.

L’analyse de I’apoptose a €té réalisée via un marquage Annexin V et 7-AAD. Les cellules
ont été préalablement marquées pour les marqueurs de surface pendant 20 minutes a 4°C, puis
lavées avec la solution de marquage FACS. Les cellules ont ensuite été lavées avec du PBS 1X
puis lavées avec du binding buffer (recette pour 50 ml : 250 pl de CaCl2 0.5M, 1.4 ml de NaCl
5M, 0.5 ml HEPES 1M, complétée jusqu’a obtention de 50 ml avec de I’eau déionisée). Les cellules
ont ensuite ét¢ suspendues avec la solution de binding buffer et I’Annexin V et le 7-AAD puis

directement analysées par cytométrie en flux.

Produit Clone Fluorochrome Fournisseur Expérience
Chiméres et

CD8a 5.3-6.7 PeCy7 Biolegend stimulation  ex
Vivo

Tous sauf les
chimeéres et les
CD8a 5.3-6.7 PerCP Biolegend ‘ ‘
stimulations ex

Vvivo
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Produit Clone Fluorochrome Fournisseur Expérience
Tous sauf les
chiméres et les

CD44 IM7 APC Biolegend ' '
stimulations ex
Vivo
Chiméres et

CD44 M7 APC Fire Biolegend stimulation  ex
Vivo
Tous sauf les
chimeres et les

CD44 M7 FITC Biolegend ‘ ‘
stimulations ex
VIivo
Toutes les

IFNy XMG1.2 FITC Biolegend )
manips [FNy

' Toutes les

IFNy XMG1.2 APC Biolegend .

manips IFNy
_ Toutes les

VB5.1/5.2 MR9-4 FITC Biolegend )
manips V[
Toutes les

VB17 KG23 FITC Biolegend
manips VP 2.1
Chimeres et

CD45.1 A20 BV421 Biolegend stimulation  ex
VIivo

CD45.1 A20 FITC Biolegend Chimeres
Chimeres et
migration  des

CD45.2 104 PE Biolegend
cellules
dendritiques

CD45.2 104 AF700 Biolegend Chimeéres

CD62L MIL-14 BV421 Biolegend Chimeres

IRF4 PE Biolegend Chimeres
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Produit Clone Fluorochrome Fournisseur Expérience

CD69 H1.2F3 APC Biolegend Chiméres

CD5 53-7.3 PerCP Biolegend Chiméres

CD98 RL388 AF647 Biolegend Chimeéres

CD71 RI7217 BV421 Biolegend Chiméres
Marquage des

I-A® AF6-120.1 FITC Biolegend cellules
dendritiques
Marquage des

CD86 GL-1 PE Biolegend cellules
dendritiques
Marquage des

CDllc N418 APC Biolegend cellules
dendritiques
Marquage des

K® AF6-88.5 Biotin Biolegend cellules
dendritiques
Marquage des

Streptavidin PerCP Biolegend cellules
dendritiques
Marquage des

K°OVA 25-D1.16 Maison cellules
dendritiques
Marquage des

IgG-1 RMGI-1 PE Biolegend cellules
dendritiques (2™
K°-OVA)

Annexin V FITC Biolegend Marduage
apoptose

7-AAD Biolegend Marquage
apoptose
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Produit Clone Fluorochrome Fournisseur Expérience
Chiméres et
pS6 o : :
cupk43k PE eBioscience stimulation  ex
(Ser235/236)
Vivo
Chimeres et
pAKT (Ser473) | SDRNR APC eBioscience stimulation  ex
Vivo
) Marquage
TetOVA PE Maison )
expansion
Migration  des
CFSE Biolegend cellules
dendritiques

Tableau 2. — Anticorps et réactifs utilisés en cytométrie en flux.

3. Vaccination DC-OVA/DC-LPS

Les cellules de la moelle osseuse ont été cultivées en plaque 6 puits avec du milieu RPMI
1640 complet 10% FBS supplémenté avec 500 U/ml de GM-CSF (Invitrogen) et 250 ul d’IL4
(surnageant de cellules P-8151L4, fait maison) a jour 0, 2, 3, et 6 jusqu’a I’obtention de cellules
dérivées de la moelle osseuse (BMDC). La maturation des BMDC a été induite avec 1pg/ml de
lipopolysaccharide (LPS) (Millipore Sigma) a jour 6 suivie d’une incubation toute la nuit avec 2
ng/ml de peptide OV Aa2s7.264 (SIINFEKL, Midwest, Biotech). Les cellules non adhérentes ont été
collectées a jour 7 et isolées par gradient de densité (Histodenz 14.7%). Le niveau d’activation des
BMDC a été confirmé par cytométrie en flux en utilisant les anticorps anti-I-A®, anti-CD86, anti-
KP®, et anti-CD11c. Le niveau de chargement des BMDC avec le peptide OV A2s7.264 a été analysé
selon I’expression du marqueur K°OVA (anticorps maison)®*’. Les souris ont été entrainées dans
un cycle de 12 heures de lumiere et 12 heures d’obscurité (cycle LD) pour un minimum de 2
semaines puis placées dans un environnement constant sans lumiere (cycle DD) pendant 3 jours.

Lors du deuxieme jour en DD, les souris ont été vaccinées par voie intraveineuse avec 1.25 millions
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de BMDC chargées avec le peptide OVAazs7264 (DC-OVA) ou 1.25 millions de BMDC non
chargées avec le peptide (contrdle négatif, DC-LPS). Les vaccinations ont été réalisées en présence
de lumiére rouge de faible longueur d’onde aux temps circadiens d’injection indiquée (CT, CTO
correspond au moment ou la lumiére est censée s’allumer et CT12 correspond au moment ou la
lumiére est censée s’éteindre en fonction du cycle LD ou les souris ont été placées précédemment).
Selon I’expérience, le premier temps d’injection a vari¢, dans le but de controler un effet de I’ordre
de la vaccination. Les résultats obtenus sont identiques indépendamment de 1’ordre du temps
d’injection. Apres le troisieme jour en DD, les souris ont été replacées dans leur cycle LD initial

jusqu’a la fin de I’expérience.

Les rates ont ensuite été prélevées 7 jours post vaccination DC-OVA ou DC-LPS au temps
correspondant au temps de vaccination. Les rates ont été dissociées mécaniquement avec deux
lames de verre dépolie puis resuspendues dans du milieu RPMI 1640 complet 10% FBS. Les
splénocytes ont été marqués avec un tétramére KPOVA suivi d’un marquage pour les marqueurs
CD8 et CD44 avant d’étre analysés par cytométrie en flux. Dans certaines expériences, les
anticorps anti-Vf5 ou anti-Vf317 (contrdle négatif) ont été ajoutés aux marquages de surface. En
parall¢le, les splénocytes ont été restimulés ex vivo pendant 6 heures avec 2 pug/ml de peptide
OV A2s7264 et 10 pg/ml de brefeldin A, puis fixées avec de la paraformaldéhyde (PFA) 2% et
conservées a 4°C. Les cellules ont été ensuite perméabilisées puis marquées avec 1’anticorps anti-
IFNy suivi d’'un marquage de surface avec des anticorps anti-CDS, et anti-CD44 avant d’étre

analysées par cytométrie en flux.

4. Bioluminescence des BMDC

Des BMDC ont été préparées a partir de moelle osseuse (protocole identique a celui décrit
dans la section 3. Vaccination DC-OVA/DC-LPS) de souris PER2::Luciférase®’>. Les horloges
circadiennes des BMDC ont été synchronisées avec un choc de sérum (50% RPMI 1640 et 50%
sérum de cheval) pendant 1 heure a 37°C, puis ont ét¢ lavées avec du milieu RPMI 1640 complet,
10% FBS. Ensuite le milieu a été remplacé par un milieu RPMI 1640 (sans rouge phénol), 10%
FBS supplémenté avec 100 U/ml de pénicilline/streptomycine et 0.1 mM de luciférine. La

bioluminescence a ensuite ét¢ enregistrée avec un Lumicycle 32 (Actimetrics).
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5. Bioluminescence des lymphocytes T CD8

Les lymphocytes T CDS8 de rate de souris PER2:: luciférase ont été isolés avec la trousse
de tri positif CD8 EasySep™ (STEMCELL technologies, catalogue #18953). La pureté de
I’isolation des lymphocytes T CD8 (95%) a été confirmée par cytométrie en flux. Les cellules ont
¢été remises en culture avec du milieu RPMI 1640 complet 10% FBS supplémenté avec 1 ng/ml
d’interleukine 7 (IL-7) pendant 24 heures a 37°C. Les horloges circadiennes des lymphocytes T
CD8 ont été synchronisées avec un choc de sérum (50% RPMI 1640 et 50% sérum de cheval)
pendant 1 heure a 37°C, puis ont été lavées avec du milieu RPMI 1640 complet 10% FBS. Ensuite
le milieu a ét¢ remplacé par un milieu RPMI 1640 complet (sans rouge phénol) 10% FBS
supplémenté avec Ing/ml d’IL-7 et 0.1 mM de luciférine. La bioluminescence a ensuite été

enregistrée avec un Lumicycle 32 (Actimetrics).

6. Transcription inverse, PCR quantitative et transfert de

protéines

La rate, le foie et le thymus des souris E8I-Cre Bmallflox (souris f/f et souris A/A) ont été
collectés. Les lymphocytes T CD8 suivis des lymphocytes T CD4 ont été isolés avec le kit de tri
positif CD8 EasySep™ et le kit de tri positif CD4 EasySep™ (STEMCELL technologies, #18953
et #18952 respectivement). Les splénocytes restants ont été considérés comme des cellules CD4-
CDS. L’extraction des ARN totaux des lymphocytes T CDS8 a été réalisée avec un protocole
standard utilisant 1 ml de TRIzol (Thermofisher, numéro de catalogue 15596018). Les ARN totaux
ont ensuite €t¢ transcrits en ADNc en utilisant le kit High Capacity cDNA Reverse transcription
kit (Applied Biosystems), suivi d’une quantification par PCR quantitative de 1’expression des genes
Bmall (géne cible) et Efla (géne contrdle) (QuantStudio 6 PCR System, Applied Biosystems)
utilisant la solution GoTaq qPCR (Promega) ainsi que les oligos suivants : Bmall (geéne cible) oligo
sens : CCTAATTCTCAGGGCAGCAGAT, Bmall (gene cible) oligo anti sens:
TCCAGTCTTGGCATCAATGAGT, Efilo (geéne controle) oligo sens :
TGCCCCAGGACACAGAGACTTCA, Efla  (gene  contrdle) oligo anti  sens:
AATTCACCAACACCAGCAGCAA. L’ analyse du changement d’expression de Bmall dans les
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cellules issues de souris A/A par rapport aux cellules issues de souris f/f a été déterminé via la

méthode : 2724Ct,

Les protéines ont été extraites des lymphocytes T CDS, lymphocytes T CD4, cellules CD4
CDg, rate, foie et thymus avec une solution de RIPA (composition: 0,3% NaCl 5M, 0,1% NP-40,
0,5% sodium deoxycholate 10%, 0,1% SDS 10%, 50% TRIS 100mM pH 8.0, 0,1% PMSF 100mM
(doit I’ajouter au dernier moment, car réactif instable), 0,02% EDTA 500mM, 1 tablette
d’inhibiteurs de protéases (Roche, numéro de catalogue 11836153001), qsp 100% eau déionisée
et quantifiées avec un test de Bradford (BioRad, numéro de catalogue 5000201). Les anticorps
utilisés pour le transfert de protéine sont les suivants : anti-BMAL1 (Novus Biologicals, NB100-
2288), HRP anti-lapin IgG (secondaire pour BMALI; Millipore Sigma, A9044), anti-Actine
(Millipore Sigma, A5441), HRP anti-souris IgG (secondaire pour Actine; Cedarlane, 111-035-
144).

7. Test de migration des BMDC in vivo

Dix millions de BMDC de souris Bmall™" ou de souris Bmall”~ ont été marquées avec 5
uM de CFSE puis injectées par voie intraveineuse dans des souris congéniques receveuses pour le
locus CD45, B6.SIL-Ptprc® Pepc’/BoyJ a CT6. Quatre heures post vaccination, la rate des souris
a été prélevée dans le but de déterminer la quantité de BMDC qui a migré dans le tissu. Les rates
ont été digérées avec 440 U/ml de collagénase D dans du milieu RPMI 1640 complet 10% FBS
pendant 30 minutes a 37°C. Les cellules ont été collectées puis lavées dans du milieu RPMI 1640
complet 10% FBS et marquées avec un anticorps anti-CD11c et un anticorps anti-CD45.2 puis

analysées par cytométrie en flux.

Lors des expériences déterminant la migration des BMDC dans les souris £8/-Cre Bmall-
flox (souris f/f et A/A), des BMDC des souris congéniques pour le locus CD45 (B6.SJL-Ptprc*
Pepc®/Boyl) ont été utilisé. Les marquages réalisés ont donc nécessité des anticorps anti-CD11c et

CD45.1.
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8. Séquencage des ARN

Des souris C57BL/6J ont été entrainées pendant trois semaines dans un cycle LD puis
placées dans un cycle DD pendant trois jours. Les ganglions lymphatiques drainants (brachiaux,
axillaires, et inguinaux) de six souris par temps circadien (CT) ont été prélevés toutes les 4 heures
(premier temps circadien CT2) a partir du deuxiéme jour en DD pendant 48 heures. Pour chaque
temps circadien, les ganglions lymphatiques des 6 souris ont été regroupés pour isoler les
lymphocytes T CD8 a ’aide du kit de tri positif CD8 EasySep™ (STEMCELL technologies,
#18953). La pureté de I’isolation des lymphocytes T CDS8 a été vérifiée par cytométrie en flux
(>97%) avant extraction des ARN totaux en TRIzol. Une étape de nettoyage des ARN a été ajoutée
a I’aide de colonnes (RNeasy MinElute Cleanup kit, Qiagen). Le séquencage d’ARN a été réalisé
par la plateforme d’analyse génomique de I’Institut de recherche en immunologie et en cancer
(IRIC Montréal, Universit¢ de Montréal). L’intégrité des ARN (RIN >8) a été testée avec un
Bioanalyzer Nano. Des lames NextSeq High Output 2x75 pb ont été utilisées pour le séquengage
des ARN avec un couvrage de 67 millions de lecture paired end. Dans le but de réduire le bruit de
fond da au faible niveau d’expression de certains geénes, seulement les transcrits codants des
protéines avec un niveau FPKM > 0 ont été retenus pour I’analyse (n = 13 251 transcrits). Les
résultats ont été déposés dans la base de données Gene Expression Obnibus (numéro d’accession :

GSE128995)

Les résultats ont été analysés avec la version v3.5.1 du logiciel R. Le logiciel RAIN
(Rhythmicity Analysis Incorporating Nonparametric methods)>*® (Thaben and Westermark 2014)
a été utilisé pour déterminer la rythmicité des transcrits codants des protéines. Les p-value ont été
corrigés pour €liminer les faux positifs avec le test statistique Benjamini-Hochberg (FDR < 0.1
considére les transcrits codants pour des protéines rythmiques). Les analyses cosinor’*® ont été

utilisées pour déterminer la phase des génes rythmiques avec la formule suivante :

27 %1t 2n %t
w =a, + b, * cos L) + ¢ *sin[ —— ) + &
Yik k k (24) k (24> Ejk
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Dans ce modele, yijk correspond au niveau d’expression du géne k a un temps donné j, ax
correspond a I’expression moyenne (mesor), bx et ckx correspondent aux coefficients cosinor, t
correspond au temps aprés que la lumiere soit éteinte a un temps donné j (en heure), et &i
correspond a la variabilité résiduelle. Le coefficient cosinor by et ck ont été utilisés pour déterminer

la phase et I’amplitude de chaque transcrit, décrit par Refinetti et al. 3%°.

L’enrichissement des processus biologiques dans la liste des génes rythmés a été déterminé
via la plateforme WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit (WebGestalt) en utilisant les réglages
par défaut et en comparant avec une liste de géne codant des protéines>*!. Les analyses de voies de
signalisations en amont et en aval des génes rythmés ont été déterminées via la plateforme
GenExplain. Pour ce faire, la liste des transcrits rythmiques pour chaque phase (CT2, 6, 10, 14, 18,
et 22) ont ét¢ analysée via la plateforme GenExplain en utilisant les parametres reliés a la réponse
immunitaire chez la souris, ainsi qu’en utilisant la librairie TRANSFAC® (position du promoteur
-1000 a +100) et les bases de données TRANSPATH® (http://genexplain.com). Pour les analyses
de régulateurs en amont, nous avons utilisé la section Common Effector de TRANSPATH, et pour
I’analyse des régulateurs en aval nous avons utilisé la section Enriched Upstream Analysis de

TRANSFAC et TRANSPATH.

9. Chimeéres hématopoiétiques

Des souris receveuses B6.SJL-Ptprc® Pepc’/BoyJ ont regu une dose 1étale d’irradiation (900
rad, RAD SOURCE Technologies 2000) dans le but de détruire les cellules hématopoiétiques. Ces
souris ont été traitées avec un antibiotique délivré dans I’eau (Baytril, Bayer Healthcare) 3 jours
avant puis pendant 3 semaines apres I’irradiation. Immédiatement apres 1’irradiation, les souris ont
été injectées avec 5 millions de cellules de moelle osseuse (1% OT-I Rag2-/- (CD45.2) et 99%
(C57BL/6J X B6.SJL)F1 (CD45.1/CD45.2)). La reconstitution de la moelle osseuse a été analysée
6 semaines post irradiation via un marquage nécessitant les anticorps anti-CD45.1, anti-CD45.2,
anti-CDS8 et anti-CD44 a partir de cellules périphériques mononucléaires (PBMC) isolées par Ficoll
sur une goutte de sang collectée au niveau de la veine mandibulaire. Les souris ont ensuite été
vaccinées a CT6 ou CT18 (Protocole décrit dans la section Vaccination DC-OVA/DC-LPS). Trois

jours post vaccination, dans le but d’analyser la réponse précoce des lymphocytes T CDS8 a la
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vaccination, les souris ont été sacrifiées, et les rates ont été collectées. Les splénocytes ont été
marqués pour divers marqueurs puis analysés par cytométrie en flux. Les lymphocytes T CD8 dont
le TCR est spécifique au complexe KPOVA ont été marqués en utilisant les anticorps anti-CDS,

anti-CD45.1 et anti-CD45.2 (lymphocytes T CD8" CD45.1- CD45.2").

10. Méthode d’analyse de ’intensité relative de fluorescence

(RFI)

Dans le but d’étudier les différents parameétres des expériences de vaccinations des souris
chiméres hématopoiétiques (figures 18), nous avons déterminer I’intensité relative de fluorescence
des différents marqueurs. Pour cela, nous avons fait le ratio des cellules OT-I [CD8+CD45.1-
CD45.2+] sur les lymphocytes T CD8 qui ne sont pas spécifiques a I’antigéne OVA
[CD8+CD45.1+CD45.2+].

11. Stimulation ex vivo de cellules OT-I: analyse de la

phosphorylation de cibles de la voie PI3K/AKT/mTOR

Des rates de souris OT-I Rag2”" et des souris B6.SJL-Ptprc® Pepc’/BoylJ ont été collectées
a CT6 ou CT18 et ont été préparées comme décrit dans la section Vaccination DC-OVA/DC-LPS.
Les splénocytes des deux types de rates ont été mélangées dans un ratio 1:1 et ont été incubés 30
minutes a 37°C dans un milieu appauvri en facteurs de croissance (RPMI 1640 1% FBS). Les
cellules ont ensuite été lavées en milieux RPMI complets 10% FBS puis ont été incubées 30 pour
I’analyse de la phosphorylation de S6 ou 60 minutes pour 1’analyse de la phosphorylation d’AKT
a 37°C avec 0 ou 2 ng/ml de peptide OV Azs7264. Les cellules ont ensuite été marquées pour les
marqueurs de surface CD8, CD45.1, et CD45.2 puis ont été fixées avec le kit de
fixation/perméabilisation de la compagnie BD Biosciences (#554714), suivi du marquage des

protéines phosphorylées S6 (sérine 235 et 236) et AKT (sérine 473).
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12. Infection bactérienne avec Listeria monocytogenes-OVA
(Lm-OVA)

Sept jours post vaccination DC-OVA ou DC-LPS, les souris ont été infectées par voie
intraveineuse avec une dose létale de Lm-OVA (2 x 10°) a ZT (zeitgeber time) 8. La rate et le foie
des souris ont été prélevés 3 jours post infection dans le but de déterminer la charge bactérienne
dans ces organes®*. Les tissus ont été pesés puis broyés mécaniquement dans un tampon de lyse
(0.2% NP-40 dilué dans de I’eau milliQ) a 1’aide d’un polytron désinfecté avec une solution de
javel diluée dans de 1’eau milliQ (10%) entre chaque tissu. Les tissus ont ensuite été dilués dans du
PBS 1 X stérile puis étalés dans des gélose BHI agar (Brain heart infusion, BD211059) et incubé
toute la nuit. Pour chaque tissu, plusieurs dilutions de bactéries diluées dans du PBS 1X ont été
étalées dans deux pétris et la moyenne a ensuite été calculée (Dilution pour la rate : 103, 104, 10° —
Dilution pour le foie : 10%, 10, 10%). Le compte des CFU (colonie forming units) a été vérifié et

calculé par deux expérimentateurs différents.

13. Schémas expérimentaux des figures 11, 15, 17, 18 et 20

Annexe 2.

14. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad (version 6).
Les variations circadiennes ont été testées via une analyse cosinor avec I’équation suivante :
y=B+ (A *cos (2 *n* (x—Ps)/24))

Dans cette équation B correspond au niveau de base, A correspond a I’amplitude, et Ps
correspond au décalage de phase avec une période fixe de 24 heures. La significativité¢ a été

déterminée via un test F.

Les expériences ayant deux facteurs a analyser (temps de vaccination et génotype, ou temps

de vaccination et traitement) ont été analysées avec des ANOVA a deux facteurs suivis de test post
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hoc Bonferroni lorsque les effets des facteurs étaient significatifs. Les expériences ne comparant

qu’un seul facteur ont ét¢ analysées avec des tests t de Student.
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Chapitre 4 — Résultats

1. L’horloge des lymphocytes T CD8 module la réponse précoce
des lymphocytes T CD8 ainsi que I’expression des génes reliés a

la signalisation du TCR en réponse a la présentation antigénique

Les horloges circadiennes contrdlent de nombreux processus physiologiques chez les
mammifeéres, dont la réponse immunitaire. En effet, de nombreuses études ont démontré
I’importance des horloges circadiennes dans le contrdle de I’homéostasie, de I’inflammation, ainsi
que dans le contrdle de la réponse immunitaire adaptative*’® #1492 Cependant ce dernier pan de
la recherche circadienne sur la réponse immunitaire adaptative est relativement peu caractérisé par
rapport a la réponse immunitaire innée. Les travaux publiés précédemment aux laboratoires ont
montré un rythme journalier de la réponse des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique
par des cellules dendritiques'. En effet, des souris C57BL/6J vaccinées en milieu de jour (ZT6) par
rapport a des souris vaccinées en milieu de nuit (ZT18) ont une expansion clonale des lymphocytes
T CD8 dont le TCR est spécifique au complexe K°OVA plus importante. Ainsi, dans le cadre de
mes travaux de recherches de doctorat, nous avons émis plusieurs hypotheses pouvant expliquer le
rythme diurnal de la réponse des lymphocytes T CD8 a la présentation d’un antigene par des
cellules dendritiques observées par Fortier et al. JI. 2011'. Nous avons tout d’abord émis
I’hypothese que le rythme observé était d’origine circadienne puis nous avons ensuite déterminé
I’horloge circadienne responsable de ce rythme de réponse des lymphocytes T CD8 a la
présentation d’un antigeéne par les cellules dendritiques. Contrairement a certaines études qui ont
mis en avant une corrélation positive entre le rythme de la circulation des lymphocytes T et des
lymphocytes B dans le sang et la lymphe et le rythme de la réponse immunitaire associée, nous
avons émis I’hypothese que le programme génétique des lymphocytes T CD8 a un certain moment
de la journée permettait a ces cellules d’étre plus facilement activées ou a 1’opposé inhibées. Pour
la réalisation de ce projet de recherche, toutes les expériences ont été réalisées dans des conditions
ou I’environnement a été contrdlé de maniere a €tre constant pour permettre d’analyser des rythmes
circadiens, donc des rythmes endogenes. Différentes lignées de souris, outils, et techniques

expérimentales ont été utilisés pour répondre a ces différentes questions.



1.1 Le niveau d’activation et de chargement des cellules dendritiques ne

varie pas sur 24 heures

Il a ét¢ démontré par nos laboratoires que la réponse des lymphocytes T CDS8 a la
présentation d’un antigeéne par les cellules dendritiques variait en fonction du moment de la journée
ou les souris étaient vaccinées!. Dans le but de controler notre protocole expérimental et de
permettre de comparer la réponse des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique par des
cellules dendritiques, la méme préparation de cellules dendritiques a été utilisée pour les deux
temps de vaccination. Pour chaque expérience de vaccination, le niveau de chargement avec le
peptide OVAzs7.264 (KPOVA) et le niveau d’activation (I-A®, CD86, K®) des cellules dendritiques

ont été vérifiés par cytométrie en flux (Figures 7 A-B).

DC DC-LPS DC-OVA
A 1 heure avant
1 la premiére vaccination
1 heure aprés
| la derniére vaccination
S —— 1
KEOVA
B [ |
| 1 L]
.'"_
A ———— CD86 e — [ [ —

Figure 7. — Le niveau de chargement avec le peptide OV Azs7.264 €t le niveau d’activation avec le LPS

des BMDC ne varient pas entre les deux temps de vaccination.

(A) Analyse du chargement des BMDC par cytométrie en flux (gauche : BMDC non activées et
non chargées avec le peptide OV A2s7.264, au milieu : BMDC activées avec le LPS, a droite : BMDC
activées avec le LPS et chargées avec le peptide OVA2s7.264). (B) Analyse du niveau d’activation
des cellules dendritiques activées avec le LPS et chargées avec le peptide OV A2s7.064. Le tracé
orange correspond a I’analyse des cellules pour les différents marqueurs considérés 1 heure avant

la premicre vaccination et le tracé vert a ’analyse 1 heure apres la derniére vaccination.

110



1.2 La différence jour/nuit de la réponse des lymphocytes T CDS8 a la

présentation antigénique est d’origine circadienne

Dans le but de déterminer 1’origine circadienne de la variation jour/nuit observée de la
réponse des lymphocytes T CDS8 a la présentation d’un antigéne par les cellules dendritiques!, nous
avons vacciné des souris C57BL/6J placées dans un environnement constant d’obscurité apres les
avoir entrainés dans un cycle de 12 heures de lumicre et de 12 heures d’obscurité. En effet, il est
essentiel de s’affranchir de tous signaux environnementaux tel que la lumiere pour analyser
I’origine endogene des rythmes circadiens. Les souris ont été vaccinées avec des BMDC chargées
avec le peptide OVA257264 (DC-OVA) ou non chargées (DC-LPS) comme contréle négatif en
milieu de jour subjectif (CT6) ou en milieu de nuit subjective (CT18). Les DC-LPS n’induiront pas
d’activation des lymphocytes T CDS puisque celles-ci ne présenteront pas d’antigénes. Nous avons
ensuite analysé 1’expansion clonale des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique 7 jours
post vaccination, au pic de la réponse, a I’aide d’un marquage avec le tétramére K°OVA (Figure
8A). Les souris vaccinées a CT6 présentaient une expansion clonale deux fois plus importante que
les souris vaccinées a CT18. En paralléle, les splénocytes ont été restimulés ex vivo avec le peptide
OV A»s7.264 dans le but d’analyser les fonctions effectrices des lymphocytes T CDS spécifiques pour
cet antigéne suite a une vaccination. Le pourcentage de lymphocytes T CD8 CD44" IFNy" était
supérieur dans les rates des souris vaccinées a CT6 par rapport aux souris vaccinées a CT18 (Figure
8B). Bien que I’analyse des fonctions effectrices des lymphocytes T CD8 n’aie pas été faites sur
des cellules marquées et positives pour le tétramere OV A, nous pouvons tout de méme confirmer
que les lymphocytes T CD8 CD44" IFNy" sont spécifiques pour le peptide OVA puisque ces
cellules ont répondu a une restimulation avec cet antigene. De plus, les cellules issues de souris
vaccinées avec des DC-LPS, ne répondaient pas a la stimulation antigénique ex vivo. L’ensemble
de ces résultats démontre clairement que la différence jour/nuit de la réponse des lymphocytes T
CD8 a la présentation antigénique observée précédemment aux laboratoires est d’origine

circadienne.
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Figure 8. — Le rythme de la réponse des lymphocytes T CDS8 est contrdlé par une horloge circadienne.

Des souris C7BL/6J ont été vaccinées par voie intraveineuse avec des DC-OVA ou des DC-LPS a
CT6 ou CT18. Sept jours post vaccination (A) I’analyse de I’expansion des lymphocytes T CD8 a
été déterminée a 1’aide d’un tétramére K°OVA. (B) En paralléle les splénocytes ont été restimulés
ex vivo avec le peptide OV Ass7.264 dans le but d’analyser le pourcentage de lymphocytes T CD8
CD44" IFNy". Les résultats (moyenne + SEM) regroupent deux expériences indépendantes ayant
données des résultats similaires, n = 5-9 souris/CT. Chaque point correspond a une souris. Test t
de Student apparié ; les conditions ayant des lettres différentes sont significativement différentes

(p <0.05).

1.3 L’ horloge des cellules dendritiques contribue a la différence jour/nuit

de la réponse des lymphocytes T CDS8 a la présentation antigénique

Une étude récente a démontré la présence d’une horloge circadienne fonctionnelle dans les

cellules dendritiques®'®. Ainsi, dans un premier temps nous avons confirmé la présence d’une
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horloge circadienne dans nos préparations de cellules dendritiques dérivées de cellules de 1a moelle
osseuse. Pour cela, nous avons préparé des cellules dendritiques a partir de cellules de moelle

osseuse de souris PER2::Luciférase’”?

. Nous avons ensuite synchronisé les horloges circadiennes
de ces cellules en faisant un choc de sérum. Le systéme utilisé permet de suivre I’expression de la
protéine des horloges circadiennes PER2 dans les BMDC, via I’expression du géne rapporteur de
la luciférase. Ainsi la bioluminescence observée est donc directement reliée a 1’expression de la
protéine des horloges circadiennes PER2. Dans le cadre de nos expériences, nous avons pu observer
le maintien synchronisé des horloges circadiennes des BMDC pendant 3-4 jours apres la maturation
des cellules suivie du choc de sérum (Figure 9A). Chaque pic correspondant a un cycle d’environ
24,4 heures. Ces résultats confirment la présence fonctionnelle d’une horloge circadienne dans les
BMDC. Nous avons ensuite testé le role de I’horloge circadienne des BMDC dans la variation
jour/nuit de la réponse des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique. Pour répondre a cette

17" et de souris Bmall”", géne essentiel des

question nous avons généré¢ des BMDC de souris Bmal
horloges circadiennes. Nous nous sommes assuré que le phénotype des BMDC Bmall™* ou Bmall
/- était similaire en termes de niveau de chargement avec le peptide OVAxzs7.264 (K°OVA) et en
termes du niveau d’activation (expression des marqueurs : I-A®, CD86 et K®) (Figures 9B-C). Les

résultats étaient similaires entre les deux génotypes.
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Figure 9. — L’absence d’horloge circadienne dans les cellules dendritiques n’influence pas le niveau

de chargement avec le peptide OV Azs7-264 ainsi que le niveau d’activation des BMDC.

(A) Des BMDC de souris PER2::Luciférase ont été préparées dans le but d’analyser la présence
d’une horloge circadienne dans ces cellules. (B) Analyse du chargement des BMDC par cytométrie
en flux (gauche : BMDC non activées et non chargées, au milieu : BMDC activées avec le LPS, a
droite : BMDC activées avec le LPS et chargées avec le peptide OV A2s7-264). (C) Analyse du niveau
d’activation des cellules dendritiques activées avec le LPS et chargées avec le peptide OV A2s7-264.

Le tracé bleu correspond a 1’analyse des BMDC Bmall™" et le tracé gris a ’analyse des BMDC
Bmall™".
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Des souris C57BL/6J ont ensuite été vaccinées a CT6 ou CT18 avec des DC-OVA ou des
DC-LPS (controle négatif) Bmall** ou Bmall”". L’analyse de I’expansion clonale des
lymphocytes T CDS, sept jours post vaccination, a révélé que la variation jour/nuit de la réponse
des lymphocytes T CDS8 a la présentation antigénique persistait (Figure 10A). Cependant, nous
avons noté¢ que I’expansion clonale des lymphocytes T CD8 des souris vaccinées avec des DC-
OVA déficientes pour le géne Bmall”" a CT6 par rapport a des DC-OVA Bmall*" au méme temps
circadien était moins importante (Figure 10A). Nous avons également observé une tendance (# p
= 0.1) dans la variation jour/nuit du pourcentage de lymphocytes T CD8 CD44" IFNy" aprés
vaccination avec des DC-OVA Bmall” (Figure 10B). Ainsi I’ensemble de ces résultats permettent
de conclure que I’horloge des BMDC contribue, mais n’est pas essentielle aux variations de la

réponse des lymphocytes T CDS a la vaccination.
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Figure 10. — L’horloge des cellules dendritiques contribue aux variations circadiennes de la réponse

des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique.

Des souris C57BL/6J ont été vaccinées avec des DC-OVA ou des DC-LPS Bmall** ou Bmall™" a
CT6 ou CT18. Sept jours post vaccination (A) I’analyse de I’expansion des lymphocytes T CD8 a
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été déterminé a I’aide d’un tétramére K°OVA. (B) En paralléle les splénocytes ont été restimulés
ex vivo avec le peptide OV A2s7.264 dans le but d’analyser le pourcentage de lymphocytes T CD8
CD44" IFNy". Les résultats (moyenne + SEM) regroupent trois expériences indépendantes ayant
données des résultats similaires, n = 9-14 souris/CT. Chaque point correspond a une souris.
ANOVA 4 deux facteurs (nature des BMDC Bmall™* ou Bmall”" et temps de vaccination CT6 ou
CT18) suivis de test post hoc Bonferroni lorsque les effets des facteurs étaient significatifs. Les
conditions ayant des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0.05) ; tendance : #p

=0.1.

1.4 La migration des DC-OVA déficientes pour le géne Bmall est altérée
aCTé

Nos travaux de recherche ont démontré que le niveau d’activation et de chargement avec le
peptide OVAjs7.264 des BMDC Bmall*"" ou Bmall™ ne variait pas (Figures 11A-B). Ainsi, dans
le but de comprendre les mécanismes sous-jacents a 1’atténuation de 1’expansion clonale des
lymphocytes T CDS en réponse a la vaccination 3 CT6 avec des DC-OVA Bmall™" par rapport aux
DC-OVA Bmall*"", nous avons émis I’hypothése qu’en absence d’horloge circadienne, les BMDC
migraient moins vers la rate. Pour répondre a cette question, nous avons injecté a CT6 des souris
congéniques pour le locus CD45, B6.SIL-Ptprc® Pepc’/Boyl, avec des DC-OVA Bmall™" ou
Bmall”". Nous avons analysé la migration in vivo de ces cellules dans la rate des animaux 4 heures
post injection et avons observé une diminution de la migration des DC-OVA Bmall”" par rapport

aux DC-OVA Bmall*"" (Figure 11A).
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Figure 11. — L’absence du gene Bmall dans les BMDC entraine une diminution de la migration de ces

cellules vers la rate.
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(A) Des souris B6.SJL-Ptprca Pepcb/BoylJ (congénique pour le locus CD45) ont été injectées a
CT6 avec des DC-OVA Bmall*"" ou Bmall”~ marqués au CFSE puis sacrifiées quatre heures post
vaccination dans le but de déterminer la proportion de cellules dendritiques qui ont migré dans la
rate des souris. Les résultats de la figure (A) (moyenne £ SEM) regroupent trois expériences
indépendantes ayant données des résultats similaires, n = 8 souris/condition. Chaque point
correspond a une souris. Test t de Student apparié, les conditions ayant des lettres différentes sont

significativement différentes (p < 0.05).

1.5 Caractérisation des souris déficientes pour le géne Bmall dans les

lymphocytes T CD8 matures

Aucune étude a ce jour n’a analysé le role de I’horloge circadienne des lymphocytes T CD8
dans un contexte de réponse a la présentation antigénique. Dans un premier temps, nous avons
confirmé que les lymphocytes T CD8 naifs avaient une horloge circadienne fonctionnelle (Figure
12A). Nous avons isolé des lymphocytes T CDS8 de la rate de souris PER2::Luciférase, que nous
avons maintenue en culture avec de I’interleukine 7. Nous avons pu observer un maintien de la
synchronisation des horloges circadiennes de ces cellules pendant 4-5 jours. Ensuite, dans le cadre
de la poursuite de la compréhension du rdle des rythmes circadiens dans la réponse des
lymphocytes T CD8 a la présentation d’un antigéne par les cellules dendritiques, nous avons émis
I’hypotheése que I’horloge circadienne de ces cellules était responsable de cette variation
circadienne. Pour répondre a cette question, nous avons utilis¢ le systeme Cre Lox pour induire la
délétion de I’expression du gene des horloges circadiennes Bmall dans les lymphocytes T CDS8
matures uniquement. Nous avons dans un premier temps confirmé la délétion de ce géne par PCR
quantitative et ensuite par immuno-buvardage (Figures 12B-C). Nous nous sommes également
assur¢ que le comportement des souris déficientes pour le géne Bmall dans les lymphocytes T CD8
matures (souris A/A) était similaire aux souris de type sauvage (souris f/f) issues de mémes portées

(Figure 12D).
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Figure 12. — L’absence de I’horloge circadienne dans les lymphocytes T CD8 matures n’affecte pas le

comportement des souris.

(A) Des lymphocytes T CD8 de rate de souris PER2::Luciférase ont été isolés dans le but de
déterminer la présence fonctionnelle d’une horloge circadienne dans ces cellules. (B) Confirmation
par PCR quantitative de la délétion du géne Bmall dans les souris déficientes pour le géne Bmall
dans les lymphocytes T CD8 (A/A) par rapport aux souris de type sauvage (f/f). (C) Confirmation
par transfert de protéine de la délétion de la protéine BMALI dans les lymphocytes T CDS8 des
souris A/A par rapport aux souris f/f. La colonne de gauche représente les protéines issues de souris
de type sauvage (+/+, contrdle positif) et issues des souris déficientes pour le géne Bmall dans
toutes les cellules (-/-, controle négatif). La colonne de droite représente les protéines issues des
souris sufficientes pour I’expression du géne Bmall dans les lymphocytes T CD8 matures (f/f) et
les protéines issues des souris déficientes pour le géne Bmall dans les lymphocytes T CD8 matures
(A/A). (D) Actogrammes représentatifs du comportement des souris f/f et A/A (représentation
double) (partie supérieure : cycle LD, partie inférieure grisée : cycle DD). L’enregistrement de

chaque tour de roue fait par la souris est réalisé via le logiciel ClockLab de la compagnie
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Actimetrics et est représenté en noir dans les actogrammes. L’analyse comprend n = 7-8

souris/génotype. Chaque point correspond a une souris. Test t de Student apparié (p < 0.05).

1.6 Le rythme de réponse des lymphocytes T CD8 a la présentation
antigénique n’est ni di a un rythme de la migration des cellules
dendritiques, ni dii & un rythme du nombre de lymphocytes T CD8
dans la rate des souris f/f et A/A

Nos laboratoires ont découvert que 1’horloge des lymphocytes T CD8 matures était
responsable de la rythmicité de leur réponse a la présentation antigénique. Ainsi 1’étape suivante
de mes travaux de doctorat a été de mettre en évidence les mécanismes sous-jacents a ce rythme.
Nous avons tout d’abord écarté le role de la migration des BMDC dans les souris f/f versus les

souris A/A a CT6 et CT18 (Figure 13A).

Plusieurs études publiées récemment ont montré corrélation positive entre le rythme du
nombre de lymphocytes T et le rythme du nombre de lymphocytes B dans les ganglions
lymphatiques drainants et la magnitude de la réponse immunitaire a un challenge avec le peptide
MOGss.ss ou avec du NP31 -CGG respectivement**® %! Ainsi, nous avons en premier lieu analysé
la proportion ainsi que le nombre des lymphocytes T CD8 dans la rate des souris f/f et A/A
vaccinées avec des DC-OVA ou des DC-LPS a CTO0, CT6, CT12, et CT18. Nous n’avons pas
observé de rythme que ce soit dans les animaux f/f et A/A (Figures 13B-C). Ainsi, ces résultats
suggerent que le rythme de réponse des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique n’est pas

dG a un rythme de la proportion des lymphocytes T CDS8 dans la rate de souris.
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Figure 13. — Le rythme de la réponse des lymphocytes T CDS8 n’est pas dii a un rythme de la migration
des BMDC ou du nombre de lymphocytes T CDS de la rate.

(A-B) Des souris f/f ou A/A (congéniques pour le locus CD45) ont été vaccinées a CT6 avec des
DC-OVA de souris B6.SJL-Ptprca Pepcb/BoyJ marqués au CFSE puis sacrifiées quatre heures post
vaccination dans le but de déterminer la proportion de cellules dendritiques qui ont migré vers la
rate des souris. (C-D) Analyse du pourcentage et du nombre de lymphocytes T CDS8 a CTO0, 6, 12
et 18 dans les rates de souris vaccinées avec des DC-OVA au CT correspondant a I’analyse. Les
résultats (moyenne = SEM) regroupent 1 (A-B) ou 2 (C-D) expériences indépendantes ayant
données des résultats similaires, n = 4-10 souris/CT. Chaque point correspond a une souris.
ANOVA a deux facteurs (génotype des souris f/f ou A/A et temps de vaccination CT6 ou CT18)

suivi de test post hoc Bonferroni lorsque les effets des facteurs étaient significatifs (p < 0.05).
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1.7 L’horloge des lymphocytes T CDS8 est essentielle a la différence
jour/nuit de la réponse des lymphocytes T CD8 a la présentation

antigénique

L’abolition de la différence jour/nuit observée dans les souris A/A par rapport aux souris f/f
ne permet pas de conclure qu’un rythme circadien est aboli. En effet, il est possible que la phase
(ici dans nos expériences CT6) soit avancée ou retardée entrainant ainsi un biais dans nos résultats.
Pour pallier cette éventualité, nous avons vacciné avec des DC-OVA ou des DC-LPS les souris f/f
et les souris A/A soit & CTO (Temps circadien ou la lumiére est censée s’allumer), CT6, CT12
(Temps circadien ou la lumicre est censée s’éteindre) ou CT18. Le rythme de I’expansion clonale
des lymphocytes T CD8 suite a la présentation antigénique par des cellules dendritiques observé
dans les souris f/f était aboli dans les souris A/A (Figures 14A-C). De plus, le rythme du
pourcentage de lymphocytes T CD8 CD44" IFNy" observé dans les souris f/f était également aboli
dans les souris A/A (Figures 14B-D). Ainsi ces résultats suggerent que I’horloge des lymphocytes
T CD8 matures est essentielle a la rythmicité de leur réponse a la présentation d’un antigene par

les cellules dendritiques.
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Figure 14. — L’horloge circadienne des lymphocytes T CD8 matures est essentielle a la rythmicité de la

réponse des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique.
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Des souris f/f ou A/A ont été vaccinées avec des DC-OVA a CTO0, CT6, CT12 ou CT18. Sept jours
post vaccination (A-C) I’analyse de I’expansion des lymphocytes T CD8 a été déterminé a 1’aide
d’un tétramére KPOVA. (D-F) En paralléle, les splénocytes ont été restimulés ex vivo avec le
peptide OV Azs7.264 dans le but d’analyser le pourcentage de lymphocytes T CD8 CD44" IFNy".
Les résultats (moyenne + SEM) regroupent deux (A-C) ou trois (D-F) expériences indépendantes
ayant données des résultats similaires, n = 6-10 souris/CT. Chaque point correspond a une souris.
La rythmicité a été déterminée via une analyse cosinor suivie d’un test F. La présence d’une courbe
indique que c’est significatif ou qu’il y a une tendance (p = 0.07) et I’absence de courbe indique
que ce n’est pas significatif. ANOVA a 1 facteur (B-C) ou deux facteurs (E-F) (génotype des souris
f/f ou A/A et temps de vaccination CT6 ou CT18) suivi de test post hoc Bonferroni lorsque les
effets des facteurs étaient significatifs. Les conditions ayant des lettres différentes sont

significativement différentes (p < 0.05).

1.8 La variation circadienne de la réponse des lymphocytes T CDS8 a la
présentation antigénique n’implique pas la nature de la chaine V beta

du TCR des lymphocytes T CD8

L’analyse de D’intensité de fluorescence moyenne du tétramére K°OVA i la surface des
lymphocytes T CD8 des souris f/f était supérieure lorsque les souris ont été vaccinées a CT6 par
rapport aux souris vaccinées a CT18 (Figures 15A-B). Cette variation circadienne était abolie dans
les souris A/A (Figures 15A-B). Cette observation ne peut étre expliquée par une différence
d’expression du TCR au cours d’un cycle circadien puisque des travaux publiés par nos laboratoires
ont mis en évidence que I’expression du TCR a la surface des lymphocytes T ne variait pas sur 24
heures!. Ainsi, une autre explication serait que I’affinit¢ du TCR pour I’antigéne varierait en
fonction du moment de la journée ou les souris ont été vaccinées. Nous avons par la suite analysé
la proportion de TCR exprimant la chaine V35 parmi les lymphocytes T CDS8 spécifiques pour le
complexe K’POVA a jour 7 post vaccination avec des DC-OVA ou des DC-LPS dans les souris f/f
et les souris A/A. En effet, cette chaine du TCR, V[35, est exprimée par les lymphocytes T CD8
dont le TCR présente une forte affinité pour le complexe KPOVA (peptide antigénique

SIINFEKL)>*?. Nous avons également marqué les cellules pour la chaine de TCR VB17, comme
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controle négatif puisque cette chaine n’est pas exprimée par les lymphocytes T de souris ayant un
fond génétique C57BL/6J. Nous n’avons pas observé de variation entre les deux génotypes de
souris que ce soit aprés une vaccination faite a CT6 ou a CT18 (Figures 15C-D). Ces résultats
suggerent que la nature de la chaine V béta du TCR des lymphocytes T CD8 n’explique pas la
différence d’affinité du TCR pour I’antigéne a CT6 par rapport a CT18. Ainsi il doit y avoir un
autre mécanisme impliqué dans le contrdle circadien de ’activation des lymphocytes T CDS8 a la
présentation antigénique.
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Figure 15. — La nature de la chaine V beta du TCR des lymphocytes T CDS8 n’est pas responsable de la

rythmicité de la réponse des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique.

Des souris f/f ou A/A ont été vaccinées avec des DC-OVA a CT6 ou CTI18. Sept jours post
vaccination (A) I’analyse de I’expansion des lymphocytes T CD8 a été déterminée a I’aide d’un
tétramére K°OVA. (B) Analyse du niveau de fluorescence moyen de 1’expression K’OVA sur les
lymphocytes T CD8 CD44" KPOVA™. (C-D) Analyse de la proportion de lymphocytes T CDS8
CD44" K?OVA" exprimant la chaine du TCR VPB5 ou la chaine du TCR VB17. Les résultats

(moyenne = SEM) regroupent 2 expériences indépendantes ayant données des résultats similaires,
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n = 6-10 souris/CT. Chaque point correspond a une souris. ANOVA a deux facteurs (génotype des
souris f/f ou A/A et temps de vaccination CT6 ou CT18) suivi de test post hoc Bonferroni lorsque
les effets des facteurs étaient significatifs. Les conditions ayant des lettres différentes sont

significativement différentes (p < 0.05).

1.9 Controle circadien des voies de signalisation impliquées dans

Pactivation/I’inhibition des lymphocytes T CD8

Dans le cadre de mes travaux de recherches, suite a la découverte du role essentiel de
I’horloge intrinseéque des lymphocytes T CDS8 dans les variations de la réponse de ces cellules a la
présentation antigénique, nous avons émis I’hypothése que les lymphocytes T CD8 étaient
potentiellement prédisposés a étre activés ou inhibés a un certain moment de la journée. Pour
répondre a cette question, nous avons analysé les variations du transcriptome des lymphocytes T
CD8 naifs sur deux cycles circadiens, sur 48 heures. Pour cela, nous avons collecté des ganglions
lymphatiques drainants (brachiaux, axillaires et inguinaux) de 6 souris C57BL/6J toutes les 4
heures (Figure 16A). Pour chaque temps circadien, nous avons isol¢ les lymphocytes T CDS8 puis
conservé les ARN totaux en TRIzol. Nous avons ensuite extrait les ARN totaux puis envoyé les
échantillons pour analyse de séquengage a la plateforme d’analyse génomique de I’Institut de
recherche en immunologie et en cancer (IRIC Montréal, Universit¢ de Montréal). Nous avons
ensuite analysé les résultats uniquement sur les génes codants des protéines, afin de déterminer les
transcrits rythmiques. Nous avons utilisé le logiciel RAIN, qui est une méthode d’analyse non
paramétrique permettant de détecter les rythmes circadiens en série. Cette analyse a permis de
détecter 5.9 % de transcrits rythmiques codants pour des protéines (n = 786, FDR < 0.1) (Figure
16B — Tableau en Annexe 3). Parmi ces genes, nous avons retrouvé 4 genes des horloges
circadiennes, Period2, Nridl, Rora et Dbp (Figure 16C). Nous avons comparé la phase de ces
genes dans les lymphocytes T CDS8 par rapport a d’autres cellules et tissus et avons observé des
résultats similaires pour les tissus périphériques (Annexe 1). A 1’aide d’une analyse cosinor nous
avons également déterminé la distribution de phase des génes rythmés, et avons mis en évidence
que cette distribution est non uniformisée avec plus de transcrits rythmiques exprimés en milieu de

jour et en milieu de nuit, ce qui correspond au moment de la journée ou 1’expansion clonale des

124



lymphocytes T CDS8 en réponse a une vaccination est augmentée ou diminuée respectivement
(Figure 16D).

Dans le but de déterminer les voies de signalisations enrichies dans la liste des transcrits
rythmiques codants pour des protéines, nous avons utilisé la plateforme d’analyse GenExplain >*.
Cette plateforme d’analyse, utilise la librairie TRANSFAC (BIOBASE 2014.4, Wolfenbiittel,
Allemagne) permettant de déterminer I’enrichissement de facteurs de transcription pouvant réguler
les génes d’intéréts et dans le cadre de nos travaux de recherche les transcrits rythmiques pour
chaque phase. Ainsi, uniquement les geénes ayant une phase d’expression a CT2 et CT10 ont révélé
un enrichissement en facteurs de transcription, OCT a CT2 et IRF4 et BLIMP1 a CT10 (Tableau
Figure 16E). Nous avons également conduit via cette plateforme, des analyses d’enrichissement
de régulateurs en amonts et en aval des transcrits rythmiques pour chaque phase. De maniere tres
intéressante, nous avons retrouvé plusieurs régulateurs impliqués dans I’activation de la voie du
TCR en milieu de jour (ex : PI3BK/AKT/mTOR) et certains régulateurs au contraire impliqués dans
I’inhibition de cette voie la nuit (ex. : PTEN) (Figure 16G). L’ensemble de ces analyses suggere
que les lymphocytes T CDS8 vont potentiellement s’activer plus facilement le jour par rapport a la

nuit.
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CT2 OCcT 0.047

CTé -

CT10 IRF4 0.028
BLIMP 0.03

CTi4

CTi8

CcT22

Réponse immunitaire innée

Réponse immunitaire

Processus cataboligue (macromolécules)
Processus catabolique (callulaire)

Etablissement de la localisation probéique
Processus catabolique {macromolécule et cellulaire)
Processus immunitaire

Processus cataboliqua (substance organique)
Processus métabolique (compose organitrogéna) - ]
Processus catabolique - |
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Figure 16. — Contrdle circadien des lymphocytes T CDS.

(A) Protocole expérimental de 1’analyse du réle de I’horloge circadienne des lymphocytes T CD8
matures naifs. (B) Représentation graphique des genes rythmés codant pour des protéines dans les
lymphocytes T CD8 matures naifs (bleu : diminution de I’expression génique, rouge : augmentation
de I’expression génique). (C) Génes des horloges circadiennes exprimés de manicre rythmique
dans les lymphocytes T CD8 matures naifs. (D) Distribution des génes rythmés codant pour des
protéines en fonction de leur phase d’expression. (E) Tableau des facteurs de transcription prédits
par la plateforme GenExplain contrdlant les génes rythmés ayant une certaine phase d’expression
dans les lymphocytes T CD8 matures naifs. (F) Représentation des fonctions (moléculaires et
cellulaires) des lymphocytes T CD8 matures naifs rythmiques. (G) Représentation schématique de
la voie de signalisation du TCR des lymphocytes T CD8 (formes remplies bleues: régulateurs en
aval des génes rythmés ayant une phase d’expression le jour dans les lymphocytes T CD8 matures
naifs, formes remplies roses: régulateurs en aval des geénes rythmés ayant une phase d’expression
la nuit dans les lymphocytes T CD8 matures naifs, formes vides bleues : régulateurs en amont des

genes rythmés ayant une phase d’expression le jour dans les lymphocytes T CD8 matures naifs,
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formes vides roses : régulateurs en amont des geénes rythmés ayant une phase d’expression la nuit
dans les lymphocytes T CD8 matures naifs. Les résultats regroupent une expérience ou les
ganglions lymphatiques drainants (brachiaux, axillaires, et inguinaux) de 6 souris ont été regroupés

par CT, n = 6 souris/CT.

1.10 La régulation circadienne de la réponse des lymphocytes T CD8 a
la présentation antigénique agit a des temps précoces de la réponse des

lymphocytes T CD8

Les résultats précédents suggerent que les variations circadiennes de la réponse des
lymphocytes T CDS a la présentation antigénique agissent dans les temps précoces de la réponse
de ces cellules. Cependant 1’étude de cette réponse des lymphocytes T CDS8 a la présentation
antigénique dans un contexte de vaccination avec des DC-OVA est difficile dii au nombre
relativement faible de précurseurs de cellules T pour un antigéne donné!>- 160- 161545 "Ep effet, il
est reconnu dans la littérature que le nombre de précurseurs de lymphocytes T pour un complexe
CMH-peptide est limité de 10-1000 cellules. Pour cela, nous avons utilisé un systeme de chimeres
mixtes hématopoiétiques permettant d’augmenter le nombre de précurseurs de lymphocytes T CD8
spécifiques pour le complexe K’°OVA permettant de passer d’environ 100 cellules a 1 million de
cellules. Nous nous sommes dirigés vers ce systéme expérimental plutdt que vers un systeme de
transfert adoptif décrit dans 1’étude de Druzd et al. qui montre un rdle des horloges des lymphocytes
T dans la réponse immunitaire pour nous assurer que les horloges circadiennes de nos cellules
précurseurs soient en phase avec celles de I’organisme de la souris*®. En effet, la manipulation de
cellules ex vivo lors de la collecte et la préparation en vue d’étre injectées (changement de
température, milieux de culture supplémentés en facteurs de croissance, FBS, etc) peut entrainer la
resynchronisation des horloges de ces cellules et donc entrainer un décalage de phase par rapport
al’organisme de la souris et induire un biais par rapport a nos premieres expériences de vaccination
avec des DC-OV A3 374395 Ainsi, dans le but d’analyser cette réponse précoce, nous avons utilisé
I’approche expérimentale des chiméres hématopoiétiques. Pour cela, nous avons irradié¢ avec une
dose 1étale des souris hotes B6.SJL-Ptprc® Pepc’/Boy] (exprimant le marqueur CD45.1 a la surface

des cellules hématopoiétiques) puis remplacer la moelle de ces souris avec un mix de cellules de

129



moelle osseuse 99% (C57BL/6J X B6.SJL)r1 (exprimant les marqueurs CD45.1 et CD45.2 a la
surface des cellules hématopoiétiques) et 1% OT-I Rag2” (exprimant le marqueur CD45.2 4 la
surface des cellules hématopoiétiques). Cette stratégie de chimeres hématopoiétiques permet
d’augmenter le nombre de lymphocytes T CD8 spécifiques pour le complexe K°OVA, et nous
permet ainsi de suivre la réponse précoce des lymphocytes T CD8 a la présentation antigénique.
Apres reconstitution de leur systéeme hématopoiétique, les souris ont été vaccinées avec des DC-
OVA oudes DC-LPS a CT6 ou CT18, puis sacrifiées 3 jours post vaccination dans le but d’analyser
plusieurs parametres. La stratégie d’isolation de nos populations d’intéréts se trouve en figure 17A.
Nous avons dans un premier temps identifié¢ qu’il n’y avait pas de différence dans la proportion de
cellules apoptotiques parmi les lymphocytes T CD8 spécifiques pour ’antigéne (Figure 17B). De
manicre attendue, nous avons observé une augmentation de la taille des lymphocytes T CD8 ainsi
qu’une diminution de I’expression du co-récepteur CDS suite a une vaccination avec des DC-OVA
par rapport aux vaccinations avec des DC-LPS (Figures 17C-D). Nous avons également analysé
certains marqueurs métaboliques impliqués dans 1’activation des lymphocytes T, tels que CD71 et
CD98. Ainsi le récepteur a la transferrine CD71 est connu pour avoir une augmentation de son
expression dans les 24 a 48 heures apres activation des lymphocytes T et présente également une
corrélation positive de son expression avec le marqueur de prolifération KI67°* tout comme le
transporteur d’acides aminés CD98°*’. L’analyse de ces deux marqueurs n’a pas mis en évidence
de différence entre les deux temps de vaccination (Figures 17E-F). Cependant, nous avons observé
une augmentation de plusieurs marqueurs impliqués dans I’activation des lymphocytes T apres une
vaccination a CT6 par rapport a CT18, tels que CD69, CDS5 et IRF4 (Figures 17G-I). En effet, il
est connu que 1’expression de CD69 est augmentée a la surface des lymphocytes T de maniere tres
précoce dans les premiéres heures suite a une stimulation antigénique>*®, alors que la molécule de
CDS5 est quant a elle entre autres impliquée dans la mobilisation du calcium, crucial lors de
I’activation de ces cellules>*® >, De plus le role de 1’expression d’IRF4 dans les lymphocytes T
CD8 a été décrit par Man et al. dans le maintien de 1’expansion ainsi que dans les fonctions
effectrices de ces cellules lors d’une infection?’. Nous avons également observé une augmentation
de la phosphorylation de S6, cible de mTOR ainsi qu’une tendance d’augmentation de la
phosphorylation d’AKT apres une vaccination a CT6 par rapport & CT18 (Fig. 19J-K). Et de
manicre inattendue, nous avons observé une variation circadienne jour/nuit du niveau de

phosphorylation de S6 et d’AKT dans les rates des souris vaccinées avec des DC-LPS et stimulé
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avec le peptide OV Ass7.264 ex vivo (Figures 17J-K). L’ensemble de ces résultats suggere que les
lymphocytes T CDS8 sont potentiellement plus enclins a étre activés a un certain moment de la

journée.
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Figure 17. — L’Horloge circadienne des lymphocytes T CD8 contrdle la réponse précoce des

lymphocytes T CD8 a la présentation antigénique.

Des souris chiméres mixtes 1% OT-1 Rag2”" 99% (C57BL/6J X B6.SJL)F1 ont été vaccinées avec
des DC-OVA ou des DC-LPS a CT6 ou CT18. Trois jours post vaccination 1’analyse a ¢été faite
selon la stratégie d’isolation des cellules d’intérét suivante (A), pour I’apoptose (B-C), de la taille
des lymphocytes T CD8 spécifiques pour le peptide OVAzs7264 (D), ’expression relative du
marqueur CD8 (E), pour I’expression relative des marqueurs CD71 (F-G), CD98 (F-H), CD69 (I-
J), CD5 (I-K), IRF4 (I-L) et pour I’expression relative de la phosphorylation de la protéine S6 (M-
N) et de la phosphorylation de AKT (M-0). Les résultats (moyenne = SEM) regroupent 1 (M-0)
ou 2 (A-L) expériences indépendantes ayant données des résultats similaires, n = 3-10 souris/CT.
Chaque point correspond a une souris. ANOVA a deux facteurs (type de vaccination DC-OVA ou
DC-LPS et temps de vaccination CT6 ou CT18) suivis de test post hoc Bonferroni lorsque les effets
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des facteurs étaient significatifs. Les conditions ayant des lettres différentes sont significativement

différentes (p < 0.05).

1.11 La phosphorylation de S6 et d’AKT, facteurs clés des voies de
signalisation PI3K/AKT/mTOR, dans les lymphocytes T CD8 naifs est
fortement augmentée aprés une stimulation du TCR a CT6 par

rapport a CT18

Les résultats précédents suggerent que les lymphocytes T CD8 naifs sont potentiellement
prédisposés a étre plus activés le jour par rapport a la nuit. Pour répondre a cette question, nous
avons collecté des rates de souris OT-1 Rag2”~ (OT-1) et de souris B6.SJL-Ptprca Pepcb/BoyJ (SJL)
non vaccinées a CT6 et CT18. Nous avons mélangé les cellules a un ratio 1:1 et les avons stimulées
ou non ex vivo avec le peptide OV Azs7.264 (SIINFEKL). Nous avons observé une augmentation de
la phosphorylation de S6 dans un premier temps, mais également de AKT, un facteur clé dans
’activation des lymphocytes T (Figures 18A-B). Ainsi, ’ensemble de ces résultats montre que les
variations circadiennes de la réponse des lymphocytes T CDS8 a la présentation antigénique par des
cellules dendritiques implique des facteurs associés a 1’activation des lymphocytes T directement
liés via la voie du TCR tels que mTOR puisque les protéines S6 et AKT découlent directement de

cette voie de signalisation.
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Figure 18. — La stimulation antigénique a CT6 de lymphocytes T CDS8 naifs entraine une plus forte

phosphorylation des protéines S6 et AKT.

Un mélange de splénocytes de souris OT-I Rag2”~ (OT-1) et de souris B6.SJL-Ptprca Pepcb/BoyJ
(SJL) a été stimulé ex vivo avec le peptide OV Azs7.264. L’analyse de la phosphorylation de S6 (A)
et de AKT (B) a été déterminée en utilisant un anticorps anti-phospho-S6 (sérines 235 et 236) et
anti-phospho-AKT (sérine 473). Les résultats (moyenne + SEM) regroupent 2 expériences
indépendantes ayant données des résultats similaires, n = 2 souris/CT. Chaque point correspond a
un répliquat expérimental. ANOVA a deux facteurs (traitement +FOVA ou -OVA et temps de

collection des tissus CT6 ou CT18) suivi de test post hoc Bonferroni lorsque les effets des facteurs
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¢étaient significatifs. Les conditions ayant des lettres différentes sont significativement différentes

(p < 0.05).

1.12 L’horloge des lymphocytes T CD8 controle les variations
circadiennes dans le controle d’une infection avec Listeria

monocytogenes-OV A suite a une vaccination avec des DC-OVA

Dans le but de confirmer I’impact fonctionnel de 1’horloge des lymphocytes T CDS8 dans la
capacité de ces cellules a contrdler une infection bactérienne suite a une vaccination avec des DC-
OVA a CT6 ou CTI8, des souris f/f et A/A ont été infectées avec une dose 1étale de Listeria
monocytogenes-OVA (bactérie exprimant le peptide OV A2s7.264). Trois jours post infection, la
charge bactérienne (CFU, colony forming units) dans les rates et foies des souris infectées a été
analysée. Les souris f/f avaient moins de CFU dans les deux tissus aprés une vaccination faite a
CT6 par rapport a CT18 (Figures 19A-B). Les souris A/A ne présentaient pas de variations
circadiennes du nombre de CFU dans les deux tissus (Figures 19A-B). Ces résultats corrélent
positivement avec nos résultats d’expansion clonale des lymphocytes T CD8 suite une vaccination
a CT6 ou CT18 (Figures 14A-D). En effet, puisque a jour 7 post vaccination avec des DC-OVA
nous avons observé un pourcentage plus important de lymphocytes T CD8 spécifiques pour le
complexe K?OVA aprés une vaccination & CT6 par rapport a CT18. Ainsi, I’horloge des
lymphocytes T CD8 controle les variations circadiennes de la capacité des lymphocytes T CD8 a

répondre a une infection bactérienne.
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Figure 19. — L’horloge des lymphocytes T CD8 module les variations circadiennes dans le controle
d’une infection avec Listeria monocytogenes-OV A suite a une vaccination avec des DC-

OVA.

Des souris f/f et A/A ont été vaccinées avec des DC-OVA a CT6 ou CT18, puis infectées 7 jours
aprés avec une dose 1étale de Listeria monocytogenes-OVA a ZT8. Trois jours post infection, la
quantification de la charge bactérienne (CFU/g de tissu) a été déterminée dans le foie (A) et la rate
(B) des souris f/f et A/A. Les résultats (moyenne + SEM) regroupent 3 expériences indépendantes
ayant données des résultats similaires, n = 10-13 souris/CT. Chaque point correspond a un répliquat
expérimental. ANOVA a deux facteurs (génotype des souris f/f ou A/A et temps de vaccination
CT6 ou CT18) suivi de test post hoc Bonferroni lorsque les effets des facteurs étaient significatifs.

Les conditions ayant des lettres identiques ne sont pas significativement différentes.
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Chapitre 5 — Discussion

1. Les horloges circadiennes des cellules immunitaires controlent

la réponse des lymphocytes T CDS8 a la présentation antigénique

Ce projet de recherche de doctorat décrit le controle circadien de la réponse des
lymphocytes T CDS a la présentation antigénique par les cellules dendritiques. Ce projet repose
sur des bases établies par le laboratoire et voulant que la réponse des lymphocytes T CDS8 a la
vaccination par voie intraveineuse avec des cellules dendritiques chargées avec le peptide OV Azs7-
264 en milieu de jour versus milieu de nuit est différente!. Ces travaux de recherche ont permis de
conclure qu’il existait un rythme diurne de la réponse des lymphocytes T CDS8. Dans le cadre de
mon projet de recherche de doctorat, nous avons dans un premier temps déterminé la nature
circadienne du rythme de cette réponse en répétant les expériences en placant les souris dans un
environnement constant apres les avoir été entrainées dans un cycle de 12 heures de lumiére et de
12 heures d’obscurité (dans cette étude nous avons choisi de placer les souris en constante obscurité
la wveille, le jour des vaccinations et le lendemain). En effet la nécessit¢ d’étre dans un
environnement constant permet de déterminer le caractére endogene d’un rythme circadien. Nous
avons ensuite mis en lumicre la contribution des horloges circadiennes des cellules dendritiques
ainsi que le role essentiel de la fonction des horloges circadiennes des lymphocytes T CD8
démontrés par un rythme de I’élimination d’une infection bactérienne suite a une vaccination faite
en milieu de jour versus milieu de nuit. L’analyse du transcriptome des lymphocytes T CD8, de
souris de type sauvage non vaccinées, collectés toutes les 4 heures sur 48 heures nous a révél¢ un
enrichissement de genes impliqués dans ’activation des lymphocytes T le jour et a ’opposé un
enrichissement de génes impliqués dans I’inhibition de la réponse lymphocytaire T la nuit. Ces
résultats corrélent avec nos premiéres observations du rythme de la réponse des lymphocytes T
CD8 a la présentation antigénique ou ces cellules répondaient plus fortement apreés une vaccination
faite en milieu de jour par rapport a une vaccination faite en milieu de nuit. Nous avons pour finir
montré que le contrdle circadien de cette réponse lymphocytaire a la présentation antigénique par

des cellules dendritiques agissait sur la magnitude de la réponse T CD8 a des temps précoces avec



des différences observées dans 1’expression et 1’activité de facteurs clés dans 1’activation des

lymphocytes T CDS, tels que le facteur de transcription IRF4 et la molécule mTOR.

L’ensemble de ce projet de recherche de doctorat repose sur un modele de vaccination basé sur la
présentation antigénique du peptide de 1’ovalbumine, OV Axs7.264, par des cellules dendritiques a
des lymphocytes T CDS8. Ce modéle de stimulation de la réponse lymphocytaire T CDS8 nous a
permis de caractériser la réponse des lymphocytes T CDS8 dont le TCR est spécifique aux
complexes K’OVA au cours d’un cycle circadien. Ce modéle présente plusieurs avantages. En
effet, de nombreuses études ont utilisé des modeles similaires de présentation antigénique par des
cellules dendritiques dans le cas d’immunothérapies du cancer ou d’immunothérapies vaccinales
contre des infections d’origines bactériennes ou virales. De plus le modele choisit nous a permis
de suivre la réponse des lymphocytes T CD8 a des temps précoces via 1’utilisation de souris
transgénique OT-I Rag2”" dont I’ensemble des lymphocytes T CD8 exprime un TCR spécifique au
complexe K°OVA ainsi que de suivre la réponse des lymphocytes T CD8 & des temps tardifs via
I’utilisation de tétraméres permettant de détecter ces cellules spécifiques pour I’antigéne de
I’ovalbumine. Il est également important de noter que les cellules dendritiques sont des cellules
présentatrices d’antigéne professionnelles. Ces cellules vont constamment surveiller I’organisme
pour des signaux de dangers incluant I’inflammation, des tissus endommageés ainsi que la présence
de pathogenes. Dans le cas de la physiologie du vivant, I’antigéne va se retrouver dans la circulation
sanguine et étre capté par les cellules dendritiques dans les veinules endothéliales présentes dans
les organes lymphoides secondaires puis apprétés et présentés aux lymphocytes T dans les zones
T de ces organes. Dans notre systeme expérimental, nous faisons abstraction du processus
d’apprétement de 1’antigéne par les cellules dendritiques dans le but de controler la quantité et la
qualité (méme peptide antigénique ayant une séquence en acides aminés définie, le peptide OV Azs7.
264, SIINFEKL) de I’antigéne délivré entre les deux temps de vaccinations permettant de pouvoir
comparer les réponses immunitaires induites suite & une vaccination le jour versus la nuit. Ainsi ce
modele de vaccination ne représente pas fidelement la stimulation de la réponse des lymphocytes
T CD8, mais reste fid¢le au processus de vaccination de type prophylaxie. En effet, dans le cas de
processus de vaccination a grande échelle dans le but de protéger contre une infection particuliere,
I’antigéne atténué ou désactivé délivré est identique pour toute la population. Ainsi notre systeme
expérimental nous permet de nous positionner dans 1’é¢tude de traitement basé sur la

chronothérapie.
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1.1 Une horloge circadienne controle la réponse des lymphocytes T CDS8
a la présentation antigénique

La premicre question de ce projet de recherche de doctorat était de déterminer la nature du
rythme de la réponse des lymphocytes T CDS8 a la présentation antigénique. Nous avons dans un
premier temps entrainé des souris de type sauvage dans un cycle de 12 heures de lumiécre et de 12
heures d’obscurité pendant 2 semaines (cycle LD, ZTO correspond au moment ou la lumiére
s’allume et ZT12 le moment ou la lumicre s’éteint). Nous avons ensuite placé ces souris dans un
environnement constant, en constante obscurité¢ (cycle DD, CTO correspond au moment ou la
lumicére est censée s’allumer et CT12 au moment ou la lumicre est censée s’éteindre) la veille, le
jour des vaccinations ainsi que le lendemain. Les vaccinations ont été réalisées en milieu de jour
subjectif (CT6) ou en milieu de nuit subjective (CT18) lors du deuxiéme jour du cycle DD. Il est
important de placer les souris dans un environnement constant dans le but de s’affranchir de tous
signaux externes permettant ainsi d’analyser le caractére endogene d’un rythme circadien. En effet,
sans cela le rythme observé en cycle LD pourrait étre dii 2 un phénoméne nommé masquage®'. Le
concept de masquage correspond a tous signaux pouvant masquer 1’état réel d’un oscillateur de
maniere directe et immédiate, ¢’est-a-dire permettant d’observer la présence d’un rythme qui n’est
pas d’origine circadienne (masquage positif) ou a I’opposé de ne pas observer un rythme qui serait
présent dans des conditions constantes (masquage négatif). Un exemple concret de masquage
positif, repose sur le fait que des souris Clock®!'”’° et des souris Bmall”" placées dans un cycle LD
vont avoir un comportement locomoteur similaire a des souris de type sauvage, c’est-a-dire étre
actives lors de la phase d’obscurité*?” 4 Cependant, placées en obscurité constante ces souris vont

427 Ainsi dans cet

avoir un comportement altéré et devenir actives a tout moment de la journée
exemple, la lumiére joue un rdle dans le masquage du rythme de comportement de ces animaux.
Dans le cadre de I’ensemble de mes travaux de doctorat, nous avons conduit nos expériences de
maniere a analyser un rythme circadien dit endogene. Nous avons choisi de placer les souris
pendant trois jours dans un cycle DD, et de faire les vaccinations lors du deuxiéme jour pour éviter
un effet de I’habituation des souris au cycle LD au jour 1. Nous avons également décidé de replacer
les souris dans le cycle LD utilisé au préalable lors de 1’entrainement des souris. En effet lorsque
les souris sont en conditions constantes d’obscurité, dans un cycle DD, en libre cours, le début de

leur activité locomotrice est avancé de quelques minutes chaque jour. Dans le cadre de nos

expériences nous avons analysé la réponse immunitaire a jour 7 (Figures 8, 10, 14, 15 et 19) ou
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jour 3 (Figure 17) post vaccination au temps correspondant au temps de vaccination. Ainsi, en
replagant les souris dans un cycle LD, nous nous assurons que toutes les souris soient exposées a
I’antigéne pour une méme durée. De plus, pour pouvoir analyser et déterminer le milieu de jour
subjectif (CT6) ou le milieu de nuit subjectif (CT18) apres sept jours dans un cycle DD, il aurait
fallu placer les souris dans des cages individuelles et observer leur activité locomotrice. Dans le
cadre de nos expériences, nous avons décidé de placer entre 3 et 5 souris par cages et de laisser les
portées telles quelles sans séparer les souris f/f des A/A pour les expériences des figures 12 a 15 et
19. Cela nous a permis d’éviter un biais expérimental puisque chaque souris a été traitée de maniere

identique.

1.2 Les horloges circadiennes des cellules dendritiques

Contribution des horloges circadiennes des cellules dendritiques dans le rythme de

réponse des lymphocytes T CD8 a la présentation antigénique

Dans notre étude, les cellules dendritiques ont été utilisées comme outils de vaccination
pour I’analyse de la réponse des lymphocytes T CD8 a la présentation antigénique. Nous avons
dans un premier temps déterminé la présence d’une horloge circadienne fonctionnelle dans ces
cellules. Pour cela, nous avons différencié in vitro des cellules de moelle osseuse en cellules
dendritiques issues de souris PER2::Luciférase, permettant de suivre la dynamique circadienne
dans les tissus et cellules via son géne rapporteur fusionné a la protéine des horloges circadiennes
PER2373, Nous avons observé la présence d’un rythme circadien ainsi que la synchronisation de ce
rythme circadien dans ces cellules persistant pendant environ 5 jours post maturation de ces cellules
avec du LPS. Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par le groupe de recherche du Dr
Loudon’!? ainsi que ’observation faite par Silver et al. de la rythmicité de I’expression des génes
des horloges circadiennes dans les cellules dendritiques de rate de souris collectées toutes les 4
heures®?. Nos résultats démontrent une contribution des horloges circadiennes des cellules
dendritiques dans le rythme de réponse des lymphocytes T CDS8 a la présentation antigénique. En
effet, dans un premier temps, nous avons pu observer un maintien de ce rythme de réponse entre

une vaccination faite & CT6 et une vaccination faite a CT18 avec des DC-OVA déficients pour le
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gene Bmall. Cependant, bien qu’il soit persistant, ce rythme était atténué apres les vaccinations
faites a CT6, ou la réponse lymphocytaire T CD8 avec des DC-OVA de type sauvage est la plus
forte. Ces résultats permettent de conclure dans un premier temps que les horloges circadiennes
des cellules dendritiques ne sont pas les uniques responsables du rythme de réponse des
lymphocytes T CD8, mais que cependant elles y contribuent. Dans un second temps, ces résultats
permettent de mettre en lumiére le c6té fonctionnel des horloges circadiennes des cellules
dendritiques dans le rythme de réponse des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique. Ainsi
notre ¢étude s’ajoute aux deux études publiées par Hopwood et al. et Nguyen et al. dans
I’importance de la fonctionnalité des horloges circadiennes des cellules dendritiques®'* °'°. La
premicre étude a mis en évidence la contribution des horloges circadiennes des cellules
dendritiques dans 1’expulsion du parasite Trichuris muris aprés une infection a ZTO ou ZT12°°,
Cette étude a également mis de ’avant un role des horloges circadiennes des cellules dendritiques
dans le controle de la balance dans la différenciation des lymphocytes T CD4 en lymphocytes T
helper 1 versus T helper 2 en réponse a cette infection’!”. La deuxiéme étude de Nguyen et al.
montre un rythme de réponse immunitaire du contréle de I’infection bactérienne avec Listeria
monocytogenes™'*. En effet, des souris infectées a ZT8 (deuxiéme partie de la phase de lumiére)
ont moins de CFU dans le péritoine, la rate et le foie en comparaison aux souris infectées a ZTO.
De plus cette observation est corrélée avec une augmentation du recrutement de cellules
dendritiques inflammatoires (TipDC) différenciées a partir de cellules monocytes Ly6CM a ZT8
par rapport a ZT0 dans ces mé€mes tissus connus pour étre la premiere ligne de défense en réponse
a une infection avec Listeria monocytogenes™>. Dans cette étude, les cellules étudiées, les TipDC
ne sont pas des cellules dendritiques conventionnelles impliquées dans la présentation antigénique,
mais ont tout de méme un rdle dans le controle de l’infection avec la bactérie Listeria
monocytogenes. De plus, cette étude a mis en évidence une augmentation du nombre de
lymphocytes T CD4 et des T CD8 produisant de I’'IFNy apres une infection a ZT8 par rapport a
ZT0. En effet, il a été démontré par Ladel et al. que les lymphocytes T sont responsables de

’élimination de la bactérie>*

. Cependant, bien que le rythme de recrutement des TipDC soit aboli
dans les souris déficientes pour le géne Bmall dans les cellules myé¢loides, le rythme du nombre
de lymphocytes T CD4 et T CDS produisant de I'IFNy persiste suggérant un role intrinseque de
I’horloge des cellules myé¢loides ainsi que la contribution d’autres horloges circadiennes dans la

réponse a une infection par Listeria monocytogenes. Cette étude met en lumiere, tout comme notre
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étude, la complexité du systéme circadien dans le contrdle de la réponse immunitaire et la

contribution d’horloges circadiennes de différentes origines cellulaires.

Dans le but de déterminer le mécanisme par lequel les horloges circadiennes des cellules
dendritiques contribuent au rythme de réponse des lymphocytes T CD8 a la présentation
antigénique, nous avons dans un premier temps écarté 1’hypothése d’un défaut d’activation des
lymphocytes T CD8 puisque le niveau d’activation ainsi que le niveau de chargement des
complexes CMH-I avec le peptide OV A»s7264 étaient similaires entre les cellules dendritiques
sufficientes versus déficientes pour le géne Bmall. Nous avons ensuite émis 1’hypothése que ces
cellules pouvaient avoir un défaut de migration vers la rate. Pour répondre a notre hypothése, nous
avons injecté des cellules dendritiques sufficientes ou déficientes pour le géne Bmall par voie
intraveineuse et avons analysé le pourcentage de cellules dendritiques injectées retrouvées dans la
rate quatre heures post injection. Nous avons dans un premier temps observé une diminution
notable du pourcentage de cellules dendritiques déficientes pour le géne Bmall dans la rate par
rapport au pourcentage de cellules dendritiques de type sauvage. De plus, nous n’avons pas observé
de différence dans la proportion de cellules dendritiques de type sauvage qui migre a la rate apres
une vaccination faite 8 CT6 par rapport a une vaccination faite 8 CT18 suggérant une absence de
contribution de I’environnement de la souris dans la migration de ces cellules. Ainsi ces résultats
suggerent un role intrinseque des horloges circadiennes des cellules dendritiques dans la migration
de ces cellules a la rate. Cependant, de manicre intéressante, plusieurs études publiées par différents
groupes de recherche décrivent soit un rdle intrinséque ou soit un role extrinséque aux cellules dans

496, 498, 500, 501, 502, 503, 504, 505, 530, 555, 556, 557. Ainsi, 1’étude

la circulation de ces cellules dans le sang
publiée par Suzuki et a/. vers un contrdle circadien de la migration des lymphocytes T dans le sang,
la lymphe et les organes lymphoides via les voies adrénergiques alors que Druzd et al. démontrent
un réle des horloges circadiennes des lymphocytes T dans ce méme rythme**® 3!, Ces deux études
portent sur la recirculation des lymphocytes T, cependant d’autres études ont pu mettre en évidence
un role des horloges circadiennes dans la recirculation ou le recrutement dans certains tissus de
cellules du systéeme immunitaire de maniére intrinseque ou extrinseéque aux cellules étudiées. Ainsi
de manicre intrinséque aux cellules étudiées, Nguyen et al. ont mis en évidence un role de I’horloge

314 et Sato et al. ont mis en

des cellules my¢loides dans la recirculation des TipDC dans la rate
évidence le role du géne Rev-Erba exprimé par les macrophages dans la régulation circadienne de

I’expression de la chimiokine CCL2 impliquée dans la migration de ces cellules®®. Gibbs et al. ont
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mis en évidence le role des horloges circadiennes des cellules des bronches dans le rythme de
recrutement des cellules polynucléaires neutrophiles dans les poumons. En effet, ’expression de
la chimiokine permettant le recrutement de ces cellules dans les poumons est régulée de maniére

circadienne par le géne Bmall dans les cellules des bronches®!”

. Ainsi le rythme de la recirculation
des cellules dans le sang ou le rythme de la migration des cellules vers un tissu peuvent étre régulé
de manicre intrinséque ou extrinseque aux cellules étudiées et dans certains cas peuvent combiner

96

un r6le intrinséque*® et un role extrinséque®®' comme décrit dans la littérature pour les

lymphocytes T.

Perspectives

Malgré une absence de différence dans le niveau d’activation (I-A®, K®, et CD86) entre les
cellules dendritiques de type sauvage ou déficientes pour le géne Bmall, nous ne pouvons pas
confirmer avec certitudes que la différence de réponse des lymphocytes T CDS8 observée apres une
vaccination a CT6 n’est pas également due a un défaut de la capacité des cellules dendritiques
déficientes pour le géne Bmall a activer les lymphocytes T CDS8. Ainsi pour répondre a cette
question qui subsiste, il serait intéressant d’analyser dans un premier temps la capacité de ces
cellules dendritiques a activer des lymphocytes T CDS8 in vitro. Pour cela, nous pourrions co-
cultiver des DC-OVA avec des OT-I collectés a CT6 et préalablement marqués au CFSE afin
d’analyser la prolifération de ces cellules d’une part et nous pourrions marquer également ces
cellules pour des marqueurs d’activation tels que CD44, CD25 et CD69. Cette premicre expérience
nous permettrait de nous conforter a I’idée que 1’atténuation de la réponse des lymphocytes T CD8
a la présentation antigénique a CT6 est bien due a un défaut de migration de ces cellules si les
réponses T CD8 sont similaires. Dans un deuxiéme temps, nous pourrions analyser la capacité de
ces cellules dendritiques a activer des OT-I ex vivo. Pour cela, nous injecterions des souris avec
des DC-OVA de type sauvage ou déficientes pour le gene Bmall a CT6. Nous collecterions ensuite
les rates 4 heures post injections telle que réalisé pour 1’analyse de la migration des cellules
dendritiques in vivo et nous co-cultiverions les splénocytes avec des OT-I. Dans cette expérience
nous n’analyserions pas le pourcentage de cellules OT-I en prolifération puisque nous nous
attendons a avoir moins de DC-OVA déficientes pour le gene Bmall dans la rate par rapport aux

DC-OVA de type sauvage. Nous analyserions uniquement la capacité de ces cellules a activer les
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OT-I via l’analyse de I’expression des marqueurs d’activation CD44, CD25 et CD69. Nous
pourrions ainsi analyser d’une part la capacité des cellules dendritiques a activer des lymphocytes
T CD8, mais également déterminer s’il y a un impact de I’environnement de la souris par rapport
a une co-culture in vitro de cellules dendritiques n’ayant jamais €té injectées. Ces deux expériences
se complémenteraient et permettraient de répondre aux questions concernant la capacité des
cellules dendritiques déficientes pour le géne Bmall a activer des lymphocytes T CDS, mais
également déterminer si c’est uniquement les horloges des cellules dendritiques qui contrdlent cette

réponse de maniére intrinséque.

Alors que Druzd et al. ont mis en évidence un mécanisme dépendant des horloges
circadiennes des lymphocytes T dans leur migration, ils ont également démontré un rythme du
récepteur au chimiokine CCR7 impliqué dans le recrutement de ces cellules dans les zones T des
organes lymphoides secondaires*®. Les souris déficientes pour I’expression de ce récepteur ne
présentaient plus de rythme de la migration des lymphocytes T dans les organes lymphoides
secondaires. Ainsi dans notre étude, nous avons mis en lumiére un défaut de migration des cellules
dendritiques déficientes pour le gene Bmall a CT6 dans la rate. Van et al. ont mis en évidence que
I’expression de la molécule CD47 a la surface des cellules dendritiques était essentielle pour la
migration de ces cellules vers la rate>8. 11 serait intéressant d’analyser le niveau d’expression de
cette molécule a la surface de nos cellules dendritiques sufficientes ou déficientes pour I’expression
du gene des horloges circadiennes Bmall. Cela nous permettrait de confirmer que la diminution
d’expansion des lymphocytes T CDS suite a une vaccination faite 8 CT6 avec des DC-OVA Bmall
" par rapport & des DC-OVA Bmall™" est bien dues a un défaut de migration des cellules

dendritiques.

Il serait intéressant pour la suite de ce projet de recherche de déterminer s’il y a un rdle des
horloges circadiennes dans le contrdle de I’expression de CD47. Pour cela, nous pourrions dans un
premier temps déterminer si I’expression de cette molécule est rythmique. Nous pourrions
également dans un second temps regarder la présence d’éléments de liaison a I’ADN pour les
facteurs de transcription BMALI et ensuite faire des immunoprécipitations de chromatine afin de
regarder si BMALI se lie au gene Cd47. Pour finir, nous pourrions générer des cellules
dendritiques hétérozygotes pour I’expression du géne Cd47 et tester leur role dans le rythme de
réponse des lymphocytes T CD8 in vivo en vaccinant des souris avec ces cellules a CT6 versus

CT18. En effet, nous jouerons sur le niveau d’expression de cette molécule pour analyser son rdle
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dans la migration des cellules dendritiques puisqu’en utilisant des souris déficientes nous
risquerions de ne pas ou de peu observer de migration des cellules dendritiques et donc de
n’observer qu’une faible réponse des lymphocytes T CDS. L’ensemble de ces expériences nous
permettraient de mieux comprendre I’impact des horloges circadiennes intrinseéques des cellules

dendritiques dans la migration de ces cellules vers la rate.

Sirpa. est le partenaire moléculaire de CD47 impliqué dans la migration des cellules
dendritiques vers la rate®®. Cette molécule permet de différencier entre les sous-populations de
cDC CD8"CD11b et CD8 CD11b*#°. I est reconnu dans la littérature que les cellules dendritiques
générées a partir de cellules de moelle osseuse avec un cocktail cytokinique GM-CSF + IL4 vont
donner deux sous populations de cellules dendritiques : les cellules ayant une forte capacité a
activer les lymphocytes T, les GM-DC et les cellules ayant une capacité limitée a activer les
lymphocytes T, les GM-Macro'®. Ces deux types de sous populations de cellules dendritiques

t193, Ainsi dans

dérivées de la moelle osseuse vont également avoir un profil phénotypique différen
le cadre de mon projet de recherche nous avons travaillé avec les cellules dendritiques GM-DC,
qui d’apres I’étude de Helft et al., présentent une signature génique proche des cellules dendritiques
classiques CD8 CD11b" Sirpa” lorsque ces cellules sont différenciées a partir de cellules de moelle

J193 A la suite de mon projet de doctorat, plusieurs

osseuse de souris de type sauvage C57BL/6
questions restent en suspens : est-ce qu’il y a un déséquilibre entre les populations GM-DC et GM-
macro dans la culture de BMDC issues de souris déficientes pour le géne Bmall ? Est-ce que parmi
les GM-DC différenciées a partir de moelle osseuse de souris déficientes pour le gene Bmall, il'y
a un biais vers le développement de cellules dendritiques Sirpa plus important par rapport aux
autres cellules dendritiques Sirpa” ? Est-ce que I’'un ou I’autre biais vers le développement d’une
population en particulier de cellules dendritiques a un role dans la capacité des cellules dendritiques
a appréter et présenter un antigéne et ainsi a activer les lymphocytes T CD8 ? En effet, dans le cas
des cellules dendritiques classiques il est connu que les différentes sous populations n’ont pas les
mémes fonctionnalités en termes d’apprétement de 1’antigéne. En effet, den Haan et al. ont
démontré que les cDC CD8 CD11b* Sirpa” ont une capacité de présentation croisée trés amoindrie
par rapport aux cDC CD8" CD11b" Sirpo'?!. Ainsi, est-ce que cela pourrait étre le cas dans nos
cultures de cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse ? Dans le cadre de ce projet de
doctorat, nous avons fait abstraction de 1’apprétement de 1’antigéne puisque nous avons ajouté

directement le peptide antigénique dans nos cultures de cellules pour charger les cellules
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dendritiques. L’analyse de I’apprétement de I’antigéne par les cellules dendritiques dérivées de
moelle osseuse de souris sufficientes versus déficientes pour le géne Bmall permettrait de répondre
a cette question et permettrait également d’appuyer notre hypothése que les cellules dendritiques
déficientes pour le géne Bmall dans notre systéme expérimental n’ont pas un défaut d’activation

des lymphocytes T CDS.

Dans le cadre de I’apprétement d’un antigéne par les CMH-I, celui-ci doit étre dégradé en
peptide antigénique par le protéasome et les systtmes ERAAP/ERAAP1 et ERAAP2 avant d’étre
présenté par les CMH-I au TCR des lymphocytes T CDS. Il est connu que le facteur de transcription
BMALI contrdle la dégradation du complexe CLOCK/BMALI via la dégradation de la protéine
CLOCK par un mécanisme moléculaire indéterminé>>. Il est également connu qu’une majorité de
facteurs de transcription dont leur état est instable possédent des domaines d’activation de la
transcription qui chevauchent fonctionnellement les signaux impliqués dans la dégradation et le
controle de la transcription de génes en amont de processus impliquant la dégradation via le

protéasome’®’

. Ainsi nous pouvons penser qu’il en est de méme pour BMALI1. Ces différents
arguments pourraient nous amener a penser que non seulement BMALI1 pourrait controler le
développement des cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse vers un biais Sirpa” mais
qu’également il pourrait avoir un role dans la dégradation de protéine et ainsi dans la génération de
peptide antigénique. Pour répondre a cette question, nous pourrions incuber la protéine de
I’ovalbumine avec les cellules dendritiques sufficientes versus déficientes pour le géne Bmall en
vue d’étre endocytée, apprétée puis présenter par les complexes CMH-I. Nous pourrions co-cultiver
ensuite ces cellules avec des cellules OT-I et analyser le niveau d’activation de ces cellules. Nous

déterminerons au préalable le niveau d’activation et de chargement des complexes CMH-I des

cellules dendritiques afin de connaitre leur potentiel d’activation des lymphocytes T CDS.

1.3 Les horloges circadiennes des lymphocytes T CD8

148



Contribution des horloges circadiennes des lymphocytes T CD8 dans le rythme de

réponse des lymphocytes T CD8 a la présentation antigénique

Notre étude porte sur le contrdle circadien de la réponse des lymphocytes T CD8 a la
présentation antigénique. A ce jour, nous sommes le premier groupe de recherche & avoir mis en
évidence la présence d’une horloge circadienne dans les lymphocytes T CD8. Pour cela, nous avons
isol¢ des lymphocytes T CDS8 de rate de souris PER2::Luciférase et déterminer la persistance d’un
rythme circadien pendant environ 4-5 jours. Nous avons également montré un rythme de
I’expression de génes de I’horloge dans les lymphocytes T CDS8 (Period2, Nridl, Rora, et Dbp).
Cependant, d’autres groupes de recherche ont mis en avant la présence d’horloges circadiennes
dans les lymphocytes T totaux ou les lymphocytes T CD4!03:496:529.331 " Aingj notre résultat s”inscrit
dans la longue liste des cellules qui expriment des horloges circadiennes. Le rythme de la réponse
des lymphocytes T CD8 n’étant pas essentiellement dii aux horloges circadiennes des cellules
dendritiques, nous avons donc émis 1’hypothése que ce contrdle circadien provenait d’un signal
intrinséque aux lymphocytes T CDS. En effet, plusieurs études ont mis en avant le role intrinséque
des horloges circadiennes des lymphocytes T et des cellules myéloides dans le controle de maladies
auto-immunes impliquant ces cellules!® %31 Cependant d’autres études ont & I’opposé mis en
avant le r6le d’horloges circadiennes d’autres cellules indirectement reliées a la réponse
immunitaire contre une infection!'®> >, Hopwood et al. ont montré une contribution de I’horloge
des cellules dendritiques dans la balance de différenciation des lymphocytes T CD4 en
lymphocytes de type Thl versus Th2 lors d’une infection avec Trichuris muris ainsi que dans la
contribution de 1’¢limination de ce ver par les lymphocytes Th2. Il existe ainsi plusieurs possibilités
intrinseques ou extrinseques du role des rythmes circadiens dans la réponse immunitaire. Dans
notre étude de recherche, nous avons trouvé que I’horloge circadienne des lymphocytes T CD8
était essentielle au rythme de réponse de ces cellules a la présentation antigénique. Nous avons
¢galement démontré que cette horloge circadienne est fonctionnelle. En effet, des souris déficientes
pour les horloges circadiennes dans les lymphocytes T CD8 matures ne présentaient plus de
rythmes d’¢élimination d’une infection bactérienne par Listeria monocytogenes suite a une
vaccination faite a CT6 ou a CT18. Cependant, ces résultats ne permettent pas de conclure sur le
processus par lequel les lymphocytes T CD8 ont éliminé 1’infection. Il est possible que le rythme
d’¢limination de la bactérie soit uniquement dii au nombre de précurseurs présents suite a la

vaccination avec des DC-OVA. Ainsi, nos résultats nous permettent de conclure premierement que
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les lymphocytes T CD8 ont une horloge circadienne et que celle-ci est fonctionnelle, mais
¢galement suggerent que ce sont ces horloges qui sont responsables du rythme de réponse des
lymphocytes T CDS8. En effet, nous avons ¢éliminé la possibilité de I’influence d’un rythme de
migration des cellules dendritiques lors des vaccinations faites a CT6 versus CT18 dans les souris

sufficientes et déficientes pour le géne Bmall dans les lymphocytes T CDS.

De nombreuses études ont montré un rythme de recirculation des lymphocytes T et des
lymphocytes B dans le sang et trois études récentes ont montré un rythme de recirculation des
lymphocytes T dans le sang, la lymphe et les organes lymphoides secondaires**® 3397, Ces trois
derniéres ont montré une corrélation positive entre le rythme du nombre de lymphocytes T dans
les organes lymphoides secondaires et le rythme de réponse de ces cellules a une stimulation
antigénique in vivo. Ainsi Suzuki et al. ont mis en évidence une plus forte réponse des lymphocytes
B suite a une injection de NP-CGG a ZT17, temps ou il a une accumulation de lymphocytes B dans

les ganglions lymphatiques par rapport a ZT5!

. Druzd et al. ont montré un rythme de réponse au
développement de I’EAE avec une exacerbation a ZT8 des symptomes et du développement de la
maladie au temps ou il y le moins de lymphocytes T dans les ganglions lymphatiques par rapport
4 ZT20%®, Finalement, Shimba et al. ont quant a eux montré un rythme de réponse a une infection
bactérienne induite avec Listeria monocytogenes-OVA, avec une plus forte expansion des
lymphocytes T CD8 spécifique au complexe K°OVA aprés une infection réalisée a ZT16 ouil y a
une accumulation du nombre de lymphocytes T a la rate par rapport a ZT4°"’. De maniére
intéressante, Nguyen et a/. ont montré une accumulation supérieure de lymphocytes T suite a une
infection avec cette méme bactérie dans la rate de souris infectées a ZT8 par rapport a ZT12°14,
Dans le cas de notre étude du rythme de réponse des lymphocytes T CD8 a la présentation
antigénique, nous n’avons pas observé de rythme circadien du nombre de lymphocytes T CD8 dans
la rate de souris vaccinées avec des DC-OVA ou des DC-LPS. Nous pouvons émettre I’hypothése
d’un phénomeéne de masquage positif dans 1’étude de Suzuki et al. et de Shimba et al. puisque ces
deux études ont été réalisées dans des souris placées dans un environnement non constant, avec des
analyses faites en cycle LD, Nous pouvons également émettre 1’hypothése que les organes ciblés
sont différents entre 1’étude de Druzd et al. et celle de Suzuki et al. et qu’ainsi un rythme observé

du nombre de lymphocytes T et de leur réponse dans les ganglions lymphatiques n’est pas

automatiquement transférable a d’autres tissus tels que la rate*®. De plus ces deux études ont
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démontré que le nombre de lymphocytes T CD4 et T CD8 dans les ganglions lymphatiques étaient
similaires @ ZT5 et ZT17 ce qui est proche de nos temps d’analyse : CT6 et CT18.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux mécanismes moléculaires sous-jacents au rythme
de la réponse des lymphocytes T CDS8. Guerner et al. ont mis en évidence qu’en fonction de la
quantité d’antigeéne délivré lors d’une stimulation antigénique in vivo chez la souris, cela entrainait
une réponse lymphocytaire T CD8 impliquant un répertoire TCR différent>®?. En effet, ’injection
d’une faible concentration de protéine ovalbumine (0,25 pg) par rapport a une forte concentration
(25 pg) va stimuler des lymphocytes T CD8 dont le TCR exprime majoritairement la chaine V35,
chaine de TCRP exprimé par les lymphocytes T CDS8 des souris transgéniques OT-1°%. Ainsi bien
que dans notre systéme expérimental nous nous sommes assurés que le niveau d’activation ainsi
que le niveau de chargement des cellules dendritiques ne variaient pas entre les temps d’injection,
mais également que la proportion de cellules dendritiques qui migre vers la rate des souris
vaccinées ne variait pas entre des vaccinations faites a CT6 et CT18, nous avons émis 1I’hypothése
qu’il pouvait y avoir une différence dans le répertoire des lymphocytes T CD8 spécifiques pour le
complexe K°OVA. En effet, nous avons noté une différence circadienne du niveau d’expression
du TCR spécifique pour le complexe KPOVA via I’analyse de la fluorescence moyenne d’intensité
du tétramere OV A a la surface des lymphocytes T CD8 ayant répondu a la vaccination avec des
DC-OVA a CT6 versus CT18. Cette différence était abolie dans les souris déficientes pour Bmall
dans les lymphocytes T CD8 matures. De plus, nous pouvons exclure une contribution des rythmes
circadiens dans le niveau d’expression du TCR a la surface des lymphocytes T puisque des travaux
publiés de nos laboratoires ont démontré que I’expression du TCR ne variait pas sur 24 heures'.
Ainsi, nous avons émis 1’hypothése que non seulement il y a un rythme de réponse de lymphocytes
T CD8 a la présentation antigénique, mais également que ce rythme de réponse est corrélé avec
une différence au niveau de la nature des chaines du TCR pour le complexe K’ OVA qui pourrait
jouer sur I’affinité du récepteur pour le complexe K’POVA. L’analyse de la proportion de
lymphocytes T CDS8 exprimant la chaine V5 parmi les lymphocytes T CDS8 spécifiques pour le
complexe K’OVA ne suggérent cependant pas de contribution de la nature du TCR dans le rythme
de réponse des lymphocytes T CD8. Ainsi, la différence d’affinité observée n’est pas due a la nature

des chaines V3 du TCR de ces lymphocytes T CDS.
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Nous avons observé dans nos analyses un rythme circadien de I’expansion des lymphocytes
T CDS8 spécifiques au complexe K°"OVA suite a une vaccination avec des DC-OVA, ainsi qu’un
rythme de la proportion de ces lymphocytes T CD8 qui sécrétent de I’IFNy. Cependant le ratio des
cellules qui sécrétent de I’IFNy en réponse a une courte restimulation antigénique a jour 7 post
vaccination par rapport aux lymphocytes T CDS8 spécifiques au complexe K’°OVA était égal a 1
pour tous les temps circadiens d’analyse. Ces résultats suggerent que les horloges circadiennes
controlent la réponse a des temps précoces de 1’activation de ces cellules par les cellules
dendritiques. Dans le but de comprendre le mécanisme moléculaire par lequel les horloges
circadiennes des lymphocytes T CD8 controlent leur réponse a la présentation antigénique, et de
déterminer si cette action est controlée a des temps précoces, nous avons décidé d’analyser le
transcriptome des lymphocytes T CD8 collectés toutes les 4 heures sur 48 heures de souris de type
sauvage naives n’ayant jamais été vaccinées. En effet, plusieurs études ont mis en évidence que les
horloges circadiennes controlaient 1’expression de nombreux genes de la réponse immunitaire de
maniere rythmique dans certaines cellules du systéeme immunitaire, telles que les macrophages de
souris ou les lymphocytes T CD4 de sujets humains** 3%, Dans notre étude, nous avons déterminé
que 5.9% des genes codants pour des protéines sont rythmés avec une accumulation de ces génes
ayant une phase d’expression a CT4 et CT16, temps circadiens proches de nos temps d’analyse de
la réponse des lymphocytes T CDS8 a la présentation antigénique ou nous avons observé des
différences. Des analyses de prédictions de régulateurs en amont et aval des génes rythmés ayant
une phase d’expression le jour nous a révélé un enrichissement en régulateurs impliqués dans
I’activation des voies de signalisation dépendante de la stimulation antigénique du TCR. Et de
manicre trés intéressante, cette analyse nous a également révélé un enrichissement en régulateurs
impliqués dans I’inhibition des voies de signalisation dépendante de la stimulation antigénique du
TCR lorsque les geénes ont une phase d’expression la nuit. Parmi les régulateurs permettant
I’activation de la voie de signalisation du TCR, nous avons retrouvé les kinases FYN et ZAP70.
De plus, les travaux publiés par nos laboratoires avaient mis en évidence un rythme de I’ARNm et
de la protéine ZAP70 dans les lymphocytes T naifs avec une phase d’expression a ZT8 proche du
temps circadien ol nous avons observé une plus forte expansion clonale' ', Nous avons
également observé des facteurs impliqués dans la voie calcique®®, tels que NFAT et PLCy ainsi
que des régulateurs de la voie mTOR : PI3K, PIP2, PIP3, AKT, PDK1, VSP34, et RHEB’%. Pour

finir nous avons mis en évidence des régulateurs connus qui dictent la réponse des lymphocytes T
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CDS8, et permettent le maintien de 1’expansion et les réponses effectrices des lymphocytes T CD8
a une infection, telle que IRF4 et BATF?’® 77> 278 A I’opposé, nous avons observé parmi les
régulateurs de geénes ayant une phase d’expression la nuit, la kinase LYN qui agit sur la
phosphorylation de SHP1, lui-méme appartenant a liste des régulateurs des geénes exprimés
fortement la nuit, qui va avoir pour role d’inhiber la kinase FYN impliquée dans la phosphorylation
de ZAP70°% et donc dans l’activation de la signalisation du TCR. Finalement nous avons
également retrouvé PTEN connu pour inhiber la formation de PIP3 & partir de PIP2°%¢ et donc
d’inhiber la voie de signalisation AKT/PI3K/mTOR impliquée également dans ’activation des
lymphocytes T. L’ensemble de ces résultats suggérent que les horloges circadiennes des
lymphocytes T CD8 agissent dans les temps précoces de 1’activation des lymphocytes T CDS et
que potentiellement ces cellules seraient prédisposées a étre activées le jour et a l’inverse

potentiellement prédisposées a étre inhibées la nuit.

A la lumiére des résultats obtenus par nos analyses du transcriptome des lymphocytes T
CD8 sur 48 heures, nous avons ensuite confirmé certains régulateurs clés de 1’activation des
lymphocytes T CD8 dans les temps précoces de I’activation de ces cellules par des cellules
dendritiques. Pour cela, nous avons utilis¢é un systtme de chiméres mixtes hématopoiétiques
permettant d’augmenter le nombre de précurseurs de lymphocytes T CD8 spécifiques pour le
complexe K’POVA permettant de passer d’environ 100 cellules & 1 million de cellules. En effet, il
est connu dans la littérature que le nombre de précurseurs de lymphocytes T pour un complexe
CMH-peptide est limit¢ a 10-1000 cellules. Nous nous sommes dirigés vers ce systéme
expérimental plutdt que vers un systéme de transfert adoptif décrit dans I’étude de Druzd et al. qui
montre un réle des horloges des lymphocytes T dans la réponse immunitaire pour nous assurer que
les horloges circadiennes de nos cellules précurseurs (lymphocytes T CD8 OT-I) sont en phases
avec celles de 1’organisme de la souris. En effet, la manipulation de cellules ex vivo lors de la
collecte et la préparation en vue d’étre injecté (changement de température, milieux de culture
supplémentés en facteurs de croissance, FBS, etc) peut entrainer la resynchronisation des horloges
de ces cellules et donc entrainer un décalage de phase par rapport a 1’organisme de la souris et
induire un biais par rapport & nos premieres expériences de vaccination avec des DC-OVA. Une
fois reconstituées puis entrainées dans un cycle LD puis DD, ces souris ont été vaccinées a CT6 ou
CT18 puis sacrifiées pour analyse de la réponse précoce a jour 3. Nous avons observé une plus

forte expression de certains marqueurs d’activation : CD5, CD69 et IRF4. Plusieurs études, dont
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Man et al. ont mis en évidence le role d’IRF4 dans I’expansion et la formation des réponses
effectrices des lymphocytes T CD8 en réponse a une infection?’%2”7- 278 Ce facteur de transcription
est également ressorti dans nos prédictions de régulateurs de nos génes rythmés ayant une phase
d’expression le jour. Nous avons également observé une augmentation de la phosphorylation de
S6 cible de la voie de signalisation mTOR ainsi qu’une tendance a une augmentation de la
phosphorylation d’AKT, apres restimulation des splénocytes issus de souris vaccinées avec des
DC-OVA a CT6 par rapport a CT18. De maniére tres intéressante nous avons observé un résultat
identique concernant la phosphorylation de S6 et une augmentation significative la phosphorylation
d’AKT apres une restimulation avec le peptide OV A des splénocytes issus de souris vaccinées avec
des DC-LPS a CT6 par rapport a CT18. Nous avons confirmé ces résultats via des stimulations ex
vivo avec le peptide OVA de cellules OT-I de souris sacrifiées a CT6 versus CT18. Ces résultats
suggerent que les lymphocytes T CDS8 sont potentiellement prédisposés a étre activées en milieu
de jour par rapport en milieu de nuit dans notre systéme expérimental, ce qui corréle avec nos
observations faites a partir de notre étude du transcriptome des lymphocytes T CDS naifs collectés

toutes les 4 heures sur 48 heures.

Perspectives

Bien que notre étude n’ait pas mis en évidence de rythme circadien de la proportion des
lymphocytes T CD8 dans la rate de souris, nous ne pouvons pas exclure avec certitude qu’il n’y a
pas de corrélation entre le nombre de lymphocytes T CD8 dans la rate au moment de la vaccination
et la magnitude de la réponse de ces cellules a une vaccination a ce méme moment. En effet, bien
que le nombre de lymphocytes T CDS total soit similaire a différents moments de la journée dans
la rate, nous pouvons cependant émettre I’hypothese que le nombre de précurseurs de lymphocytes
T CDS spécifiques pour le complexe K’°OVA varie au cours d’un cycle circadien. Il est connu dans
la littérature que le nombre moyen de précurseurs de lymphocytes T pour un complexe CMH-
peptide dans des souris C57BL/6J est d’environ 10-1000 cellules. Pour répondre a cette question,
nous pourrions faire des expériences de tétrameres pull down permettant d’isoler via I’'usage de
tétramere une population de lymphocytes T spécifique pour un antigene donné. Dans un premier
temps, nous ferions un marquage avec le tétramere-OV A complexé au fluorochrome PE suivi d’une

isolation via 1’'usage de billes magnétiques anti-PE suivi d’un deuxiéme marquage avec le méme
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tétramere couplé au fluorochrome APC permettant d’isoler notre population d’intérét en isolant les
cellules doubles positives pour les deux fluorochromes PE et APC. Ainsi nous déterminerons la
proportion de ces cellules a CT6 versus CT18 permettant de conclure quant a 1’éventualité d’un

rythme de réponse des lymphocytes T CD8 di a un rythme de ces précurseurs.

Notre étude a mis en évidence une augmentation du niveau d’expression du facteur de
transcription IRF4 3 jours apres la vaccination réalisée a CT6 par rapport a CT18. Ce facteur de
transcription a ¢été décrit dans plusieurs études comme étant impliqué dans le maintien de
’expansion des lymphocytes T CDS8 ainsi que dans les fonctions effectrices de ces cellules®’® 27"
278 En effet, les lymphocytes T CDS8 déficients pour le géne codant pour IRF4 ne présentent pas
de défaut d’activation, mais ont cependant une incapacité a maintenir 1’expansion clonale ainsi
qu’a produire des cytokines en réponse a une infection?’%2’”-27%  Ainsi nous aimerions tester le role
d’IRF4 dans le rythme de réponse des cellules T CD8 a la présentation antigénique. Nous
regarderions I’expansion de ces cellules ainsi que leurs réponses effectrices et I’expression de génes
cibles de IRF4 impliqués dans I’activation des lymphocytes T CD8, tels que TBET et BLIMPI.
Cependant, nous utiliserions des souris Irf4* dans les lymphocytes T CDS8 plutdt que des souris
Irf4”- dans les lymphocytes T CDS, car les études publiées montrent un défaut important dans le
maintien de I’expansion des lymphocytes T CDS et notre étude montre qu’apres une vaccination
avec des DC-OVA faite a CT18, la réponse des lymphocytes T CD8 est également tres faible par
rapport a CT6. En effet, nous risquerions de ne pas observer de différence entre les deux temps de

vaccination et donc un effet circadien dans un systéme ou les réponses sont faibles.

Nos analyses de régulateurs en amont et en aval de I’expression des génes rythmés dans les
lymphocytes T CD8 a mis en lumiere les molécules NFAT, RAS et RAF impliquées dans la
signalisation calcique de I’activation des lymphocytes T CDS. Il est connu dans la littérature qu’une
interaction spécifique entre le TCR et le complexe CMH-peptide entraine une augmentation de
calcium dans la cellule T permettant d’augmenter le temps d’interaction entre les deux cellules et
d’activer de maniére efficace le lymphocyte T>%7-%%%, Mon projet de recherche de doctorat a mis en
lumicre la contribution des horloges circadiennes des cellules dendritiques dans le contrdle de la
migration des cellules dendritiques dans la rate et le role essentiel des horloges des lymphocytes T
CD8 dans le rythme d’activation précoce des lymphocytes T CD8 en réponse a une vaccination
avec des DC-OVA. Ces deux cellules sont intimement liées dans le processus d’activation des

lymphocytes CD8 et ont toutes les deux une horloge circadienne qui contribue au rythme de
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réponses des lymphocytes T CDS8 a la présentation antigénique. Il serait intéressant de déterminer
si la communication entre ces cellules est contrdlée par une horloge circadienne. Ainsi nous
pourrions déterminer via un systéme de microscopie in vivo I’interaction des lymphocytes T CDS8
spécifiques au complexe K°OVA avec des DC-OVA. Pour ce faire nous utiliserions un systéme de
chiméres mixtes hématopoiétiques comme décrit précédemment avec une reconstitution de la
moelle des souris avec un mélange de cellules de moelle contenant 1% de précurseurs de cellules
OT-I. Cependant, dans ce systéme expérimental ces cellules OT-I seraient fluorescentes pour la
molécule CFP (cyan fluorescent protein) permettant d’identifier les cellules OT-I lors de I’analyse
des interactions avec les DC-OVA. Aprés reconstitution ces souris seraient vaccinées a CT6 ou
CT18 avec des DC-OVA marquées au préalable avec du CFSE permettant ainsi de visualiser dans
notre systeme les cellules dendritiques. Nous observerons 4 heures post vaccination les interactions
in vivo de ces cellules et déterminerons s’il y a un impact de la rencontre de ces cellules dans le
rythme de réponse des lymphocytes T CD8 a la présentation antigénique. Ainsi cette expérience
permettrait de déterminer la contribution des horloges circadiennes des deux acteurs majeurs de

notre étude du controle circadien de la réponse immunitaire.

1.4 Fonctionnement et impact des horloges circadiennes des lymphocytes

T CD8

Les rythmes circadiens controlent de nombreux processus physiologiques via I’action des
horloges circadiennes présentent dans la majorité des tissus chez les mammiféres>®. Ces horloges
circadiennes vont permettre a 1’organisme d’anticiper les changements de I’environnement dus au
cycle jour/nuit en contrélant des processus homéostatiques. Cependant, il est intéressant de noter
que les rythmes circadiens ne controlent pas uniquement I’homéostasie du vivant, mais régulent
également des processus complexes ou 1’organisme a besoin de s’adapter tels que la réponse
immunitaire spécifique a un antigéne. En effet, plusieurs études, dont la ndtre, ont mis en évidence
I’impact des horloges circadiennes dans la réponse immunitaire adaptative en réponse a une
infection, au développement d’une tumeur ou a une vaccination. Mes travaux de recherche de
doctorat ont mis en lumiere que 5,9% des genes codant pour des protéines dans les lymphocytes T
CDS8 de souris de type sauvage naives €taient controlés par une horloge circadienne. Cependant

nous ne pouvons pas confirmer le caractere intrinseéque de I’horloge des lymphocytes T CD8 dans
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le controle de I’expression de manicre rythmique de ces génes. Ainsi dans le but de comprendre
comment fonctionnent les horloges circadiennes des lymphocytes T CDS8, il serait intéressant dans
un premier temps de déterminer leur contribution dans la régulation circadienne de leur
transcriptome. Pour cela nous pourrions analyser le transcriptome des lymphocytes T CDS8
déficients pour le géne Bmall toutes les quatre heures sur quarante-huit heures et comparer a nos
premiers résultats obtenus chez des souris de type sauvage. Plusieurs études ont mis en lumiére un
role a la fois intrinséque et extrinséque aux cellules des horloges circadiennes dans la régulation
circadienne de la réponse des lymphocytes T et des lymphocytes B a une stimulation antigénique
in vivo*® 301307 - Ainsi nous pourrions penser qu’il existe une contribution d’autres horloges
circadiennes dans le rythme de la réponse des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique. Il
est établi dans la littérature depuis plusieurs décennies le role des lymphocytes T CD4 dans
I’activation de maniére optimale des lymphocytes T CD823% 239 240 241, 242, 243, 244 * Aingi nous
pouvons spéculer que la machinerie circadienne des lymphocytes T CD4 pourrait agir dans la
régulation circadienne de la réponse des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique. Pour
cela, nous pourrions analyser le transcriptome sur plusieurs cycles circadiens des lymphocytes T
CDS8 issus de souris dont les horloges circadiennes sont déficientes uniquement dans les
lymphocytes T CD4. Nous utiliserions des souris exprimant la recombinase Cre sous le promoteur
CD4, de manicre inductible via I’injection de tamoxiphéne. Cela nous permettrait d’abolir

I’expression du géne des horloges circadiennes Bmall dans les lymphocytes T CD4 en périphérie.

Nous avons également mis en évidence un enrichissement de régulateurs en amont et en aval des
genes exprimés de maniere rythmique dans les lymphocytes T CD8 impliqués dans la signalisation
du TCR, telle que BLIMP1, TBET, IRF4, NFAT, AKT, etc. Il est intéressant de noter que ces
régulateurs ne sont pas forcément retrouvés de maniére rythmique dans d’autres cellules ou tissus.
La nature des ccg des lymphocytes T CD8 est ainsi différente par rapport aux ccg d’autres cellules
qui n’ont pas les mémes fonctions, comme les macrophages*. Ces résultats en lien avec la
littérature suggerent que les horloges circadiennes vont controler I’expression de genes en lien avec
la fonction de la cellule. Ainsi, les horloges circadiennes controlent de nombreux processus
physiologiques via la régulation de I’expression de milliers de génes dans la majorité des tissus et
des cellules. Cependant ces genes differeront en fonction de la nature de la cellule dans
I’organisme. De maniere évolutive ces résultats suggeérent que le systéme circadien agit de maniere

a pouvoir anticiper les changements dus au cycle jour nuit afin de maintenir constant
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I’environnement de celui-ci via ’action différentielle de la machinerie circadienne dans les
différents tissus et cellules de I’organisme. Les horloges circadiennes dans un contexte de réponse
immunitaire permettent de maintenir une vigilance de celui-ci afin de pouvoir controler au mieux
I’invasion d’un microorganisme. Ainsi, nous pourrions penser que 1’absence de rythme circadien
dans la réponse immunitaire pourrait étre délétére. Le niveau d’expression de géne de la réponse
immunitaire toujours a son maximum ou a I’opposé€ a son minimum au cours d’un cycle circadien
pourrait entrainer une sur-activation ou a I’opposé€ une sous-activation de la réponse immunitaire
entrainant ainsi le développement de maladies inflammatoires ou de maladies chroniques. Il est

donc essentiel de considérer le role des horloges circadiennes dans la réponse immunitaire.
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Chapitre 6 — Conclusion

La réponse immunitaire permet a 1’organisme de se défendre contre des infections et des
cancers. Les lymphocytes T CD8 par leur fonction cytotoxique ont un role dans 1’élimination de
cellules infectées et de cellules tumorales. Les rythmes circadiens permettent d’anticiper les
changements de I’environnement et ainsi permettent a 1’organisme d’adapter leur homéostasie afin
de maintenir 1’organisme dans un état d’équilibre stable. Cependant, une altération des rythmes
circadiens observés par exemple chez des travailleurs de nuits est corrélée avec une augmentation
du développement de maladies auto-immunes, de développement de cancers et de maladies
métaboliques entre autres. Ainsi il est essentiel de comprendre les mécanismes moléculaires et
cellulaires du contrdle circadien de la réponse immunitaire dans un but de mettre en place des
thérapies permettant d’améliorer les effets de traitements déja existants tout en diminuant les effets

secondaires.

Dans le cadre de ce projet de doctorat, nous avons répondu aux trois questions clés reliées
au rythme de réponse des lymphocytes T CDS8 a la présentation antigénique par des cellules
dendritiques décrit dans le laboratoire par Erin E. Fortier'. Nous avons dans un premier temps
confirmé la nature circadienne de ce rythme, puis dans un second temps, mis en lumiere la
contribution des horloges circadiennes des cellules dendritiques ainsi que le role essentiel des
horloges circadiennes des lymphocytes T CDS8 dans le rythme d’activation précoce de ces cellules
suite a une vaccination. Nous avons montré que ces horloges circadiennes sont fonctionnelles
puisque les horloges des cellules dendritiques vont controler leur migration des a la rate et puisque
les horloges circadiennes des lymphocytes T CD8 vont mieux contrdler la clairance d une infection
bactérienne apres une vaccination faite a CT6 par rapport a CT18. Pour finir, nos résultats apportent
plusieurs évidences que les lymphocytes T CD8 sont potentiellement prédisposés a étre activés le
jour par rapport a la nuit, leur donnant ainsi un avantage dans la réponse a la présentation

antigénique.
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Annexes

1. Liste des genes des horloges circadiennes exprimés de maniére

rythmique dans les tissus et cellules de rats et souris



Tissus Souri

NSC Tronc cérébral Cervelet Hypothalamus Glande Glandes
pituitaire adrénergiques
Bmall - - - - - -
Clock - - YAV) - ZT1 7122
Cryl ZT10 - - - ZT20 ZT17
Cry2 zT7 - ZT13 - ZT12 -
Dbp ZT8 ZT11 ZT11 ZT10 ZT11 ZT9
Rev-Erba ZT4 7ZT8 ZT9.5 ZT8 ZT9 zT7
Perl ZT7-ZT8 ZT11 - ZT12 ZT13 ZT10
Per2 ZT10 ZT13 ZT15 ZT12.5 ZT14 ZT14
Per3 - ZT12 ZT13 ZT12 ZT13 ZT11
Ror a ZT6-7ZT8 - - - - -
Aorte Foie Poumon Ceeur Rein Cadlon distal
Bmall - ZT0 - - ZT18 -
Clock ZT22-7T24 ZT23-7T24 ZT23 ZT0-ZT1 77122 -
Cryl ZT20 ZT19-Z120 ZT17 ZT18 ZT18 -
Cry2 - ZT12 ZT11 ZT12 ZT14 ZT15
Dbp ZT10.5 ZT10-ZT11 ZT10 ZT10.5-ZT11 ZT10 ZT11
Rev-Erba ZT6-ZT8 ZT6-ZT8 T8 zT7 zT7 ZT9
Perl - ZT11-ZT13 ZT11 ZT9 ZT11-ZT12 -
Per2 ZT14 ZT10-ZT18 ZT13 ZT12-ZT15 ZT14 ZT15
Per3 ZT12 ZT10.5-ZT12 ZT11 ZT13 ZT11 -
Ror a - ZT6 ZT14 - - ZT9
Tissu adipeux | Tissu adipeux | Muscle Muscle Rate Ganglion
brun blanc squelettique lymphatique
Bmall - - - - - 7121
Clock ZT1 ZT23.5 - ZT1 - ZT21
Cryl ZT19 ZT19 - ZT19 - 77121
Cry2 ZT12 - ZT11 ZT11 - -
Dbp ZT11 ZT11 ZT12 ZT10 ZT12.5
Rev-Erba ZT7 7ZT8 776 ZT5 ZT10 ZT8-ZT9
Perl - - - ZT10 - ZT13
Per2 ZT13 ZT12 - ZT11 ZT15 ZT13-ZT14
Per3 ZT13 ZT14 - ZT10.5 ZT13 -
Ror o - - 7ZT6 - - -
Cellules Souris/Rat
NIH3T3 Monocyte Macrophage Macrophage Cellule Lymphocyte
péritonéal splénique dendritique NK (rat)
Bmall - - CT4 ZT2-ZT22 | - - CT16-CT20
ZT0-ZT4
Clock - - CTO ZT12 - ZT0-ZT4
Cryl ZT4.5 - CT16-CT20 - - -
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Cry2 ZT1.5 - CT12 - - -
Dbp ZT5 ZT16 CTI12 ZT10 ZT16 ZT16 ZT12
Rev-Erba 77122 ZT8 CT8-CT12 ZT16 ZT16 -
ZT10
Perl - - CT12 ZT10 ZT12 ZT12 ZT12
Per2 ZT3 - CT12ZT14 - ZT20 CT8-CT12
ZT16
Per3 ZT1.5 - - - - -
Ror a - - - - - -
Lymphocyte B Lymphocytes T | Lymphocytes T
CD4 CD8
Bmall ZT16 - -
Clock ZT20 - -
Cryl - - -
Cry2 - - -
Dbp ZT16 ZT7 CT14
Rev-Erba ZT16 ZT7 CT10
Perl ZT16 - -
Per2 ZT16-ZT20 - CTI18
Per3 - - -
Ror a - - CT6

2. Schémas expérimentaux

Figure 11. L’horloge des cellules dendritiques contribue aux variations circadiennes de la

réponse des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique
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Figure 15. L’ horloge circadienne des lymphocytes T CD8 matures est essentielle a la rythmicité de

la réponse des lymphocytes T CDS a la présentation antigénique.
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Figure 17. Controle circadien des lymphocytes T CD8
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Figure 18. L’Horloge circadienne des lymphocytes T CD8 controle la réponse précoce des

lymphocytes T CDS8 a la présentation antigénique.
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Figure 20. L’horloge des lymphocytes T CD8 contrdle les variations circadiennes dans le
controle d’une infection avec Listeria monocytogenes-OV A suite a une vaccination avec des DC-

OVA.
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3. Liste des genes rythmés dans les lymphocytes T CDS8 organisés

par phase d’expression

CT2 CT6 CT10 CT14 CT18 CT22
Zcche7 Nol7 Pbx4 Entpd5 Ubxn4 Ctsz
Ztp759 Rpl10-ps3 Sytll Arid4a Ivnslabp Nol3
mt-Nd4 Rablb Mttp Rnasek Tubb4b Lipo3
Zp97 Xrcc4 Mob2 Med22 Atp2cl Zfp991
Nsdhl Nmnat2 Aqgp3 Kif3b Plekhal Alg8
Smim15 Arpc5 Thap3 Otud3 Dpy1911 Sap30
Cds3 Slcl4al Mxil Ampd2 1fi47 Nadk
Cyb561d2 BC049715 Trappc6ba Tef Amigol Ptcd2
Cxcr5 Rpl23a Bcas3 Ubnl Prdm10 Adgrel
Usmg5 Hausl Eeflal Phb2 Elovl5 Tm2d1
Slc10a3 Retsat Fhit Tbc1d20 Sfpq Zp984
Gla Rps24 Cptla Chac2 Emidl Gm4070
Snrpb2 Rpl13a Rassf7 Cdk2 Monlb Gng5
Fkbp3 Nt5dcel Cdkn2aip Slc25a38 Slc5a3 Rgll
Bbs12 Xrn2 Slc25a20 Acat2 Sp6 Clgb
Smcla Gm6904 Ttc28 Gpt Dynlll Hck
Tmem?230 Smim4 Zkscanl4 Zbtb7a Nrdl Ddx17
Bbipl Né6amtl Genl Fbxo42 Hspa8 Ndufabl
Hnrnpa3 Smc3 Gbel Acpb Nlrc5 Asph
mt-Nd1 Echsl Cfap20 Myol9 Fbx122 Adgre4
Ztp738 1700001022Rik Plagll1 Xpnpep3 Ints3 Cd300c2
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CT2 CT6 CT10 CT14 CT18 CT22
Ap3bl Serpinb6a Ppp2rsc Immt Tmem158 Tir4
Ttc27 Hddc2 Psmfl March9 Mcll Gm10053
Tstd3 Fanl Zbed3 Futll Ubr4 Cfp
Fbxo8 9430038101Rik Chst15 Rrnadl Pusl Cdc42
Spryd7 Cdss Pmfl Ankrd12 Hspd1 Sdf211
Zmpste24 Zfandl Akapl2 Gm28036 Dnajb4 Husl
Zp407 Gpalppl Card19 Flen Fubpl Rabl18
Spesl Gm8369 Uspl0 Map4 Spoutl Clqc
Sdhb 5730455P16Rik Rpl14 Srprb Stk39 TIr2
Cntd1 Mnatl I11ral Zfp276 Dnajc3 Mtpn
Ndufs2 Snx4 Cd7 Slc35¢e2 Popl Mgat2
Rpl2211 Fam204a Mfsd2b Heatr5b Calhm2 Ctsb
Cox16 Ccdc28a BC030867 Zfp410 Hacd3 Sod2
Lcn4 Nrde2 Hnl Cacnb2 Zfp36ll Colec12
mt-Col Elp3 Tnfrsf25 Hdacl Zmynd19 Timpl
Odcl Pefl Mex3d 112rb Synj2bp Nr1h3
Eif2s3x Zpbp2 Prrt2 Dbp Atic Ms4a8a
Jrk Btbd16 Tatdn2 Akr7a5 Ptges3 Calr
Cds2 Cmcl I£t140 Eiflb Slc7a6 Trem?2
Yipf2 Zrsrl Sqstm1 Cxcr4 Bicd2 Cd302
Ebag9 Hnrnpal Rpusdl Bclafl Pankl Clec5a
Fopnl Trpml Astel Ikbkb Impa2 Epb4113
Osgepll Rdml Arrbl Lta Tmem164 Nuprl
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CT2 CT6 CT10 CT14 CT18 CT22
Eme2 Pacsin3 Lrigl Dip2b Nopl6 Serpl
Dnajcl15 Tmem?203 Wdr6 Irfl Ywhab Z{p992
Pdcd10 Ptpn18 Fbxo034 Anapc7 Ndcl Gpxl
H313b 1110034G24Rik Wdr91 Dopeyl Ptpn6 Clec4n
Ms4a6b Whbscr27 Wdsubl Zp592 Hnrnpk 1118bp
Has3 Isoc2b Zp219 Dvll Pgaml Ctss
Trim13 Gm1043 Txnip Arhgap30 Atfob Naip2
Cab391 Hspbl1 Tbeedl Msll Slc39a7 Wdr78
Gm10131 Kdm4d Fam168a Gstpl Prmt5 Tmem126a
Cmtm3 Manbal H2afv Chd7 Siah2 Raphl
Zp3 Ift46 Ddx19a Tfipl1 Cct4 Cd68
Tmem?258 Dcaf8 Trmtl12 Ming Clptml11 Praf2
2810428115Rik | Spata24 Nrldl Parp8 Moblb Brix1
mt-Nd5 Foxrl Gnb5 Rhof Hist2h3c2 Plau
Z{p386 4930486L24Rik Phf13 Fbfl Tagln2 0610040J01Rik
Trim5 Dnajc9 Nt5dc3 Tmem129 Tmem33 Anxa$s
Micu2 Parn Zkscanl7 Ube2z Rbm8a2 Cd180
mt-Cytb Fus Rnf6 Mov10 Itgb2 Cer2

Pigk Dazap2 Agap3 Ccll7 Tra2a 6430548MO8Rik
Mrgprb2 Cwc27 Cdyl2 Ptpn7 Nefh Lilra6

Ubb Fbx036 Gpsml Pppérl 9430015G10Rik | Dhrs9
Ddx52 Ganc Trim62 Zfp664 Wdr55 Aasdhppt
Snrnp40 Gnbll Lsmll Ndel Topl mt-Atp8
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CT2 CT6 CT10 CT14 CT18 CT22
Tmem147 Bckdha Mrpl28 Nmt2 Zfp710 Ttc21b
Tmem209 Egln3 B3gnt3 Golga4 Caprinl Cmklrl
Ndufs4 Zbtb22 Rnfl14 Peal5a Srsf7 Ly86
Btf314 Sars Tram2 Epop Mrfapl Ovca2
Fancb 1110032A03Rik Ncoal Csppl Gm3512 Pde7b
Collal Cyp4f13 Rab3ip Foxd2 Mfsd7b Bstl
Fbxo6 Nme4 Lpcat4 Zfp574 Egr2 Sicllal
Dnajc8 Dctn6 Cet2 Gm42742 Lepl Abcb10
Mrpll1 Ccdc181 Rrpl Pdcd7 Gm35339 Nlrpla
Yipfo Famlé6la Rtn4rll Fbx119 Elavll Tceal
Cwf1912 Ebpl Faml134a Rsl24d1 Fosl2 Sirpb1b
1110059E24Ri

k Rad18 Sertad3 Med18 Zxdb Hdac9
Bckdk Cerkl Tjp3 Kctd5 Copa Mrcl
Slc35d2 Fam71el Wdrl Ywhag Samd9l
Gatb Tubgcp2 Paipl Gm27029 Trem3
Taflb ABI124611 Raplgdsl Rmdn3 Selenot
Sell Rabacl Ythdcl Abi3 Pnptl
Vps4l Hbpl Gbp4 Pa2g4 Abcel
Gm9949 Gstt2 Gnll 4931414P19Rik [ Csgalnact2
Exoc6 1110051M20Rik Irgm?2 Dnphl Ymelll
mt-Nd4l Egf Agrn Hnrnpa2bl I11b
Coq7 Gm10392 Cmtm4 Cox5a Erapl
Crbn Arhgap15 Lpin2 Ubap2l Etfl
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CT2 CT6 CT10 CT14 CT18 CT22
Rps3al Klhdcl Gotl Duspl1 Uba3
Ssu72 Igflr Nanosl Papola Snrpa
Gm10762 Sdhafl BC017643 Lyll Carnmt1
Nglyl Srr Zbtb1 Rbbp4 Trip4
Lsm7 Klhdc2 Lbp Lmnb2 Thsd4
Tjpl Cttnbp2 Zc3hlla Kansl1l1 Z{p994
Smim§ Hmgb3 Ppp119b Itgal Hsd17b12
BC004004 Sfxn3 Lax1 Tnf Ube2el
Dyxlcl Tkfc 1700102P08Rik | Heatrl Gpsl
Nmd3 K1hl6 Ywhah Per2 Eif2s1
Rft1 Atp5g2 Trim65 Map3k8 Ccl2
1110032F04Ri
k Prkagl Trim28 Naa30 Hnrnpe
Nhlre3 Atgda Dnajb2 Xiap Gm590
2610044015Rik
Fisl Kxdl1 Ccedcl17 Set 8
Ndufbll Thsd1 Psd4 Hexa Arcnl
Uxt Rpl17 Ddx31 Rnpep Spcs3
Fam103al Chaflb Traf4 Zfp54 Amacr
A830080DO01Ri
Ublcpl Z1p945 k Apls2 Slc25a36
Apoptl Eif3i B3galnt2 Lrpprc Cngal
D3Ertd751e Emc9 Fbxo33 Ybx1 Srp54a
Gmfg Fndc10 Prmt2 Acvrll Casp4
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CT2 CTé6 CT10 CT14 CT18 CT22
Fancl Hsphl Pcedla Stk17b
Gabrd Ccnd2 Tpp2 Histlhlc
Atgl4 Eafl Noc3l Yiflb
Tmem?254c Scrib Layn Cablesl
F2rll Ahsa2 Nusl mt-Nd2
Hadh Usfl Dpep2 Stk3
[zumo4 Ppplrl6b TxIng Gk
Slc35b3 Tomm34 Tnfrsf19 Caapl
Tmem?218 Rhobtb2 Myadm Rmndl
Ubxnl Upf3a Rcanl Actr2
Mecrsl Camkk1 Rabla Slc39as
Pfkfbl Opa3 Vill Sarlb
Ctse Tob2 Gpr55 Mplkip
Agbl3 Coro2a Zfp236 Stk26
Ctps2 Dnaja4 Anxa4 Zfp518a
Ndrg2 Csk Nfaml Uqcerq
Speccll Stip1 Dcunld3 C330018D20Rik
Rbm3 Socsl Hk2 Ndufafl
Nudt14 Prdml5 Traml Eprs
Pou6fl Tufm Chid1 Vps35
Mturn Mogs Mettl2
Wwp2 Trim8 Arf6
Tprgl Fastkdl 127
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CT2 CT6 CT10 CT14 CT18 CT22
Cand2 Dnajal Plxnb2
Lancll Arl6ip6 Cenll
Dyrk4 Lman2l
Gm20219 Ppp2r5e
Tmem42 Galnt12
Rora Ubqlnl
Kras Dnajbl
Itga7 Uhrf2
Pde2a Hsp90abl
Vps4b Ppef2
Tmem222 Slc38a2
Rbm44 Zbtb2
Ankrd50 BC037034
Mthfd21 Pmepal
Klc4 Slc27a4
4930427A07Rik Chtf8
Scaper Mat2a
Stx17 Gtf3cl
Cnot9 Bazlb
Atgdb Rangapl
Gab3 Hspalb
Z1p963 Nikbid
Cisd3 Lars2
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CT2

CT6

CT10

CT14

CT18

CT22

Usp3

Btbd10
Kdelr2
Ints11
Micalll
Wrnipl
Dis3
Pglyrp2
Mex3a
Samd1
Dnmt3a
Rbm15
Lpar2

Snx27

215




