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Résumé 
Au pic de la réponse effectrice des LT CD8, on retrouve deux sous-populations, soit les effecteurs 

à demi-vie courte (SLEC) ou les effecteurs précurseurs de cellules mémoires (MPEC). La phase 

de contraction de la réponse effectrice implique l’apoptose des SLEC et la survie des MPEC, qui 

se différencient en cellules mémoires pour protéger contre une réinfection. La voie Notch est 

impliquée dans les choix de différenciation binaire et l’interaction ligand-récepteur mène au clivage 

du domaine intracellulaire de Notch (NICD), qui migrera au noyau afin d'induire l’expression de 

gènes cibles. Dans un modèle où l’expression des récepteurs Notch1 et Notch2 est absente 

uniquement dans les LT CD8 (N1N2∆/∆), le laboratoire a démontré que l’absence du signal Notch 

favorisait la différenciation en MPEC et affectait l’expression de 217 gènes. Cette étude visait à 1) 

identifier les gènes cibles de Notch contrôlant la différenciation SLEC-MPEC, et 2) évaluer si 

l’absence du signal Notch permet un meilleur contrôle tumoral par les LT CD8. Nous avons priorisé 

les 217 gènes en fonction de différents critères et identifié Il2ra comme une cible importante en 

aval de la voie Notch. Toutefois, nous avons établis que lors d’une infection aiguë, la surexpression 

rétrovirale de Il2ra dans les LT CD8 N1N2∆/∆ n’influençait pas la différenciation SLEC-MPEC. 

Nous avons également déterminé qu’une thérapie adoptive de LT CD8 N1N2∆/∆ limitait le contrôle 

de la croissance tumorale et impliquait une diminution des fonctions effectrices des LT CD8 

N1N2∆/∆, qui étaient moins terminalement différenciés. Une meilleure compréhension du rôle de 

Notch dans la réponse des LT CD8 permettra de développer de nouvelles stratégies de vaccination 

et de traitement du cancer. 

Mots-clés : Lymphocyte T CD8, voie de signalisation Notch, différenciation cellulaire, cancer, 
infection aiguë.
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Abstract 
In response to acute infections, effector CD8 T cells differentiate into short-lived effector cells 

(SLECs) and memory precursor effector cells (MPECs) capable of generating long-lived memory 

CD8 T cells. The Notch signaling pathway is a key regulator of cell fate decision. Following ligand-

receptor interaction, the Notch intracellular domain (NICD) is cleaved and migrates to the nucleus 

in order to induce the expression of target genes. In a model in which Notch1 and Notch2 

expression is inhibited only in mature CD8 T cells, our team has established that Notch deficiency 

favors MPEC differentiation in CD8 T cells and influences the expression of 217 gens. This study 

aims to: 1) identify target genes of the Notch pathway regulating SLEC-MPEC differentiation, 2) 

evaluate if Notch deficiency can augment tumor control by CD8 T cells. We have prioritized the 

list of genes differentially expressed in the absence of Notch signaling according to various criteria. 

We hence identified Il2ra as a target gene, but during an acute infection, overexpression of Il2ra 

in Notch deficient CD8 T cell was insufficient to modulate SLEC-MPEC differentiation. In 

addition, we have established that adoptive therapy with Notch deficient CD8 T cell impaired 

tumor control and implicated a diminution of effector function in Notch deficient CD8 T cell, which 

were less terminally differentiated. A better understanding of Notch signaling pathway’s role in 

the CD8 T cell response will allow for improvement of vaccinal strategies and cancer treatment. 

Keywords : CD8 T cell, Notch signaling pathway, cell differentiation, cancer, acute infection 
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Le système immunitaire forme un réseau complexe en charge de défendre l’organisme contre les 

agents pathogènes. Il peut être catégorisé en fonction de sa spécificité au pathogène. Le système 

immunitaire innée est non spécifique et constitue la première ligne de défense pour limiter la 

progression d’une infection. La reconnaissance des patrons moléculaires associés aux pathogènes 

par les cellules du système inné, comme les neutrophiles ou les macrophages, permet d’initier 

rapidement la réponse immunitaire. Il y a ainsi production de différentes cytokines et l’induction 

de l’inflammation, ce qui permet le recrutement des cellules dendritiques (DC), représentant un 

pont entre le système inné et le système adaptatif. Ces cellules, capables de présentation 

antigénique, permettent la mise en place d’une réponse spécifique menant d’une part à 

l’élimination de l’agent infectieux, et d’autre part, à l’établissement d’une mémoire immunitaire 

protégeant l’organisme d’une réinfection. L’immunité adaptative implique deux types de réponses, 

soit la réponse humorale médiée par les lymphocytes B (LB) et la réponse cellulaire, médiée par 

les LT (LT) CD4 et CD8. Lors d’une infection aigüe, l’activation efficace des lymphocytes T (LT) 

naïfs requiert trois signaux; l’interaction du récepteur des cellules T (TCR) avec l’antigène 

présenté par le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), les signaux de costimulation et les 

signaux cytokiniques. Suite à l’activation des LT, il s’ensuit une phase d’expansion massive 

impliquant une prolifération rapide des effecteurs et leur différenciation en deux sous-populations, 

soit les effecteurs à demi-vie courte (SLEC) ou les effecteurs précurseurs de cellules mémoires 

(MPEC). Le contrôle de l’infection et l’élimination de l’antigène coïncident avec une phase de 

contraction de la réponse CD8 impliquant la mort cellulaire programmée de 90% des cellules 

effectrices, soit les SLEC. Les MPEC survivent et se différencient en cellules mémoires, 

maintenues à long terme pour protéger contre une potentielle réinfection. Ces cellules mémoires 

peuvent être catégorisées en fonction de l’expression de marqueur de surface, leur fonctionnalité, 

leur localisation et leur capacité à recirculer. Les LT centrales mémoires (Tcm) sont capables de 

recirculer, mais sont localisées préférentiellement dans les organes lymphoïdes secondaires (OLS) 

alors que les LT effecteurs mémoires (Tem) patrouillent dans les organes non lymphoïdes et se 

retrouve aussi dans la circulation. Les LT résidents mémoires (Trm) ne sont pas capables de 

recirculer et sont restreints au tissu initialement infecté afin de générer une réponse rapide en cas 

de réinfection. Ces sous-populations de cellules mémoires jouent différents rôles garantissant à 

l’organisme une protection à long terme. Toutefois, il existe des lacunes dans les connaissances 

concernant les mécanismes moléculaires régulant la différenciation des LT CD8. 
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Figure 1. –  Les sous-populations de LT CD8 lors d’une infection aiguë. 
 

L’activation des LT CD8 requiert trois signaux : 1) l’interaction du TCR avec l’antigène présenté 
par le CMH ; 2) la costimulation et 3) les cytokines. Les LT CD8 activés vont se différencier en 
SLEC ou en MPEC afin de contrôler l’infection. Suite à l’élimination de l’antigène, les MPEC 
sont maintenues et peuvent se différencier en Tcm, Tem ou en Trm. Les Tcm et les Tem ont accès 
à la circulation, tandis que les Trm sont restreints au tissu. 
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1. La réponse lymphocytaire CD8 suite à une infection aiguë 

1.1 Phase d’activation  

1.1.1 Signal 1 : TCR-CMH 

Lors d’une infection, des cellules présentatrices d’antigènes (CPA), les DC, présentent 

l’antigène aux LT naïfs situés dans les ganglions lymphatiques. L’antigène est présenté via le CMH 

de classe I aux LT CD8 alors que la présentation aux LT CD4 se fait via le CMH de classe II. Le 

LT CD8 reconnaît l’antigène de manière spécifique grâce au complexe TCR-CD3, composé du 

TCRab  et des sous-unités CD3g, d et z. L’engagement du TCR avec le complexe CMH-Ag 

implique un changement de conformation des chaînes CD3 qui permet le recrutement de protéines 

tyrosine kinase comme Lck qui sera associé au co-récepteur CD81–3. Le co-récepteur CD8 vient 

stabiliser l’interaction4,5. Ainsi, la phosphorylation par Lck des domaines ITAM situés sur la 

portion intracellulaire des chaînes CD3 permet le recrutement de la kinase Zap70 qui assure la 

phosphorylation de plusieurs cibles en aval6,7. Une de ses cibles clés est la protéine adaptatrice 

LAT, dont les résidus tyrosines phosphorylées serviront de sites de liaisons entre autres au domaine 

SH2 de la phospholipase C1 (PLCγ1)8,9. PLCγ1 est responsable de l’hydrolyse du 

phosphatidylinositole (4,5)biphosphate (PIP2) en inositol 1,4,5-triphosphate(IP3) et en 

diacylglycérol (DAG). La liaison de IP3 à son récepteur permet la libération du calcium (Ca2+) 

contenu dans le réticulum endoplasmique, ce qui permet l’influx extracellulaire de Ca2+ par des 

canaux membranaires10,11. DAG demeure à la membrane et  va activer la protéine kinase C (PKC) 

et la voie Ras12–15. La transmission du signal via ces seconds messagers mène ultimement à la 

translocation au noyau de différent facteur de transcription, tel que NFκB, NFAT et AP-116–19.  

Ceux-ci permettent la transcription de gènes responsable de l’activation, de la prolifération et de 

la différenciation des cellules T. Par exemple, NFAT et AP-1 lient tous deux la région promotrice 

du gène de l’IL-2 pour induire la transduction du gène, tandis que la liaison sans AP-1 induit 

l’anergie des LT CD820,21. 
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1.1.2 Signal 2 : Costimulation 

Les signaux de costimulation fournis par les CPA sont essentiels à l’activation des LT CD8, 

sans quoi ceux-ci deviennent anergiques et ainsi inaptes à générer une réponse effectrice efficace. 

Un des signaux les mieux décrits est l’interaction de CD28 sur les LT avec ses ligands CD80 et 

CD86. Ces ligands sont induits sur les CPA par les signaux de danger générés lors d’une infection. 

L’activation de CD28 permet l’amplification du signal TCR, contribuant à la transcription des 

gènes impliqués dans l’activation des LT, tels que le gène de l’Il222. 

1.1.3 Signal 3 : Cytokines 

L’activation optimale des LT CD8 requiert un troisième signal, soit la présence de 

cytokines. Toutefois, le milieu cytokinique influence non seulement l’activation, mais également 

la taille de la réponse ainsi que les évènements de différenciation des LT CD8.  

1.1.3.1 IL-12 et IFN de type 1 

L’IL-12 et les IFN de type I, soit l’IFNα et β, sont deux cytokines pro-inflammatoires qui 

peuvent être produites par les DC et les macrophages. Ces cytokines optimisent l’expansion 

clonale en augmentant l’expression de gènes associés à la division cellulaire, ce qui promeut 

l’accumulation de LT CD8 lors de la réponse effectrice. En effet, ces cytokines permettent 

l’expression soutenue de CD25, la chaîne α du récepteur à l’IL-2, une cytokine mitogène 

essentielle entre autres à la prolifération suite à l’activation23. Toutefois, la réponse effectrice est 

modulée par le contexte inflammatoire spécifique à l’infection, c’est-à-dire les différentes 

cytokines induites par un pathogène donné. Ainsi, en fonction du modèle infectieux utilisé, 

l’expansion clonale des LT CD8  sera plutôt limitée par l’absence du récepteur aux IFN de type I, 

du récepteur à l’IL-12 ou de leur combinaison24–27. 
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1.1.3.2 IL-2 

L’activation des LT par le signal TCR et les molécules de costimulation permet d’induire 

la production d’IL-2 et l’expression du récepteur à l’IL-2. La principale source d’IL-2 provient des 

LT CD4, mais dans une moindre mesure il peut également être produit par les LT CD8, les cellules 

NKT, les DC activées ainsi que les mastocytes28. Le récepteur à l’IL-2 est présent sous trois 

formes, chacune présentant différents niveaux d’affinités pour l’IL-2. D’abord, la chaîne α (CD25) 

forme le récepteur monomérique IL-2Rα, qui peut lier l’IL-2 avec une faible affinité et est 

incapable de transduire le signal. Ensuite, les chaînes β (CD122) et γc (CD132) peuvent former un 

dimère, l’IL-2Rβγ, qui lie l’IL-2 avec une infinité intermédiaire et possèdent un domaine 

cytoplasmique capable de transduire le signal29. Le récepteur hétérotrimérique IL-2Rαβγ est formé 

lors de l’activation des LT et possède la plus haute affinité avec l’IL-2. La découverte de la 

structure cristalline du récepteur a mis en évidence un modèle selon lequel la liaison de l’IL-2 avec 

l’ IL-2Rα promeut l’association de ce complexe avec l’IL-2Rβ, puis le recrutement de la chaîne 

γc, permettant ainsi la transduction du signal 30,31. Celle-ci s’effectue via la voie JAK-STAT, 

menant ultimement à la translocation au noyau des formes phosphorylées de STAT5A-B afin 

d’induire la transcription de gènes cibles32. Suite à l’activation des LT CD8, l’expression de CD25 

est induite par différents facteurs de transcription en aval du TCR et puisque STAT5 peut se lier 

dans la région du promoteur de CD25, la signalisation par l’IL-2 créer une boucle de rétroaction 

positive amplifiant encore plus l’expression de CD2533. L’expression de CD25 est augmentée dans 

les 24h suivant l’activation, mais elle commence à diminuer au jour 3.5 (J3.5), donnant lieu à une 

expression bimodale du récepteur. L’expression de CD25 peut également être augmentée par une 

augmentation de la biodisponibilité de l’IL-234. 

L’interaction de l’IL-2 avec son récepteur contribue significativement à l’expansion 

clonale et au développement des LT effecteurs.  D’une part, l’usage de chimères hématopoïétiques 

mixte a démontré que suite à infection aiguë, l’expansion clonale des LT CD8 déficients pour 

CD25 était très réduite par rapport à l’expansion des LT CD8 sauvages et ce, autant au niveau de 

la réponse primaire que secondaire35,36. D’autre part, l’utilisation d’un modèle in vitro où les LT 

CD8 activés étaient exposés soit à des niveaux faibles ou élevés d’IL-2 a permis de mettre en 

lumière que la quantité d’IL-2 présente dans l’environnement influence les fonctions effectrices. 

En effet, de hauts niveaux d’IL-2 favorisent l’expression de molécules effectrices comme la 
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perforine, via le facteur de transcription EOMES. Le niveau de liaison de pSTAT5 et EOMES au 

promoteur de la perforine est dicté par la quantité d’IL-2; plus la concentration d’IL-2 est faible, 

moins il y a de liaison37. L’IL-2 peut influencer d’autres fonctions effectrices, en induisant 

l’expression de l’IFNg ou en stimulant l’expression de la granzyme B (GrzmB)37–41. 

1.2 Phase d’expansion et de différenciation 

1.2.1 Expansion des LT CD8 

Selon certaines estimations, la souris contiendrait de 10 à 3000 précurseurs de LT CD8 

naïfs spécifiques pour un épitope donné, tandis que chez l’humain, ce chiffre s’élève de 10 000 à 

600 00042–45. Cela représente une fréquence allant jusqu’à un LT naïf spécifique pour 164 000 LT 

CD8, chez la souris comme chez l’humain42. Bien que la fréquence de précurseurs pour un antigène 

donné soit faible, les LT naïfs recirculent continuellement entre les différents OLS, ce qui 

augmente la probabilité pour ces LT de rencontrer une CPA présentant leur antigène spécifique. 

De plus, suite à leur activation, les LT CD8 spécifiques à un antigène donné vont effectuer de 15 

à 20 divisions et ainsi s’expandre plus de 10 000 fois par rapport à leur abondance originelle46–48.  

1.2.2 Différenciation SLEC-MPEC 

En parallèle à l’expansion clonale des LT CD8, il y a également une phase de 

différenciation des LT naïfs en LT effecteurs. Suite à l’élimination de l’antigène, la majorité des 

LT CD8 spécifiques à l’antigène vont entrer en apoptose, mais une partie de ces effecteurs sera 

maintenue à long terme afin de se différencier en LT mémoire et protéger l’organisme d’une 

potentielle réinfection. Au début des années 2000, les chercheurs se questionnaient à savoir 

comment distinguer les cellules effectrices qui avaient le potentiel de se différencier en LT 

mémoire de celles qui entreraient en apoptose. Initialement, il a été déterminé  que lors d’une 

infection et en l’absence du récepteur à l’IL-7 (CD127), les LT pouvaient proliférer durant la phase 

d’expansion de manière adéquate, mais ce, sans la formation subséquente de cellules mémoires 49. 

Par la suite, il a été constaté qu’il y avait une expression différentielle de CD127 au sein de la 

population de LT effecteurs et qu’une forte expression de CD127 corrélait avec la survie au stade 

mémoire. De plus, en effectuant le transfert adoptif d’un nombre cellulaire identique d’effecteurs 

CD127hi ou CD127lo généré lors d’une infection aigüe par la souche Armstrong du virus de la 

chorioméningite lymphocytaire (LCMV Arm) , on constate que suite à une réinfection par Listeria 
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monocytogenes modifiée pour exprimer un épitope de LCMV (Listeria-Gp33), le développement 

de cellules mémoire et le déploiement d’une réponse secondaire robuste n’est possible qu’avec le 

transfert d’effecteurs CD127hi, indiquant que ces derniers sont des précurseurs de cellules 

mémoires (MPEC)50. Des études d’expression génique ont démontré que Klrg1 était le gène le 

plus positivement différentiellement exprimé en comparant les effecteurs CD127lo par rapport aux 

CD127hi 51. Le transfert adoptif des effecteurs KLRG1hiCD127lo dans des souris infectées 

démontre que ces cellules ne persistent pas lors la phase mémoire, indiquant leur demi-vie courte 

(SLEC)51,52(Fig. 3). Ces deux populations sont fonctionnellement semblables, excluant une 

production d’IL-2 plus élevée chez les MPEC51,52.   

1.2.2.1 Molécules impliquées dans la différenciation 

1.2.2.1.1 Signaux inflammatoires 

Les signaux inflammatoires jouent un rôle crucial dans l’induction de l’expression de 

facteurs de transcription régulant la différenciation SLEC – MPEC (Fig. 3). L’activation des voies 

JAK-STAT par les cytokines comme l’IL-2 ou l’IL-12 permet d’induire un gradient d’expression 

de ces facteurs de transcription, dépendant de la quantité de cytokine présentent dans 

l’environnement. Le transfert adoptif de LT CD8 CD25hi, plus réceptifs au signal de l’IL-2 ou de 

CD25lo lors d’une infection LCMV Arm a permis de déterminer que les cellules CD25hi prolifèrent 

plus et se différencient plutôt en SLEC. Les cellules recevant moins de signaux IL-2, soit les 

CD25lo, se différencient plutôt en MPEC et, suite au contrôle de l’infection, en LT mémoires53. 

1.2.2.1.2 T-bet, Blimp1 et Bcl6 

T-bet et Blimp1 sont deux facteurs de transcription pouvant être régulés par l’IL-12 et/ou 

l’IL-2. Ils coopèrent dans l’élaboration d’un programme transcriptionnel contribuant à la 

différenciation des SLEC et réprimant la différenciation en MPEC51,54,55. En effet, lors d’une 

infection par LCMV, la délétion de Tbx21, codant pour le facteur de transcription T-bet, empêche 

la formation des SLEC sans nuire à la formation des MPEC. Or, la surexpression de T-bet dans les 

LT déficients pour Tbx21 permet de restaurer la formation des SLEC. De plus, leur génération 

dépend positivement du gradient d’expression de T-bet, indiquant que ce facteur de transcription 

joue un rôle clé dans la différenciation en SLEC51.  
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De plus, suite à l’activation des LT, il y a augmentation de la transcription de Prdm1, codant 

pour le répresseur transcriptionnel Blimp156,57. Cette augmentation est plus élevée dans les SLEC 

que dans les MPEC, et la délétion de Blimp1 compromet la différenciation en SLEC et favorise la 

différenciation en MPEC sans toutefois générer une réponse mémoire efficace57,58. De plus, un 

traitement permettant d’augmenter la biodisponibilité de l’IL-2 in vivo augmente la différenciation 

en SLEC, mais l’effet est amoindri en l’absence de Blimp1, indiquant l’existence d’un axe IL-2-

Blimp1 dans le choix de différenciation37,55,59.  

La délétion de Blimp1 dans les LT CD8 permet également une augmentation de 

l’expression de Bcl658, un facteur de transcription nécessaire à la différenciation en MPEC. En 

effet, Bcl6 est requis pour la génération  d’une réponse secondaire efficace  et de cellules 

mémoires, mais dispensable pour leur maintien 60–62. Toutefois, il a été démontré que Bcl6 pouvait 

directement réprimer l’expression de Prdm1 dans les LB63, indiquant un mode d’action 

possiblement antagoniste dans l’expression de Blimp1 et Bcl6.  

1.2.2.1.3 ID2 et ID3 

Id2 limite la formation de cellules mémoires et la génération d’une réponse secondaire 

efficace et son absence abolit la différenciation en SLEC. D’une part, il agit en contribuant au 

programme transcriptionnel effecteur en restreignant la différenciation mémoire, via une 

répression du gène E2A de manière dose-dépendante64. D’autre part, il contribue à la survie des 

effecteurs en régulant l’expression de facteurs proapoptotiques et anti-apoptotiques, comme Bim 

et Bcl265–67. 

Bien qu’appartenant à la même famille de facteurs de transcription et possédant des 

fonctions similaires, ID3 possèdent un rôle différent d’ID2. Id3 a été identifié comme un gène 

régulateur maître de l’expression de gènes impliqués dans la survie et Blimp1 peut se lier à son 

promoteur afin de réprimer son expression, contribuant à l’apoptose des SLEC lors de la phase de 

contraction68. ID3 est plutôt exprimé dans les MPEC et son absence empêche le maintien des LT 

lors du stade mémoire.  
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1.2.2.1.4 TCF1 et EOMES 

Dans différents modèles d’infection aigüe, il a été démontré que le facteur de transcription 

TCF1, en aval de la voie Wnt, est nécessaire à la prolifération des LT CD8 lors des phases 

d’expansion primaire et secondaire. La déficience en TCF1 implique ainsi une limitation de la 

génération de MPEC et de la différenciation en Tcm69,70. 

EOMES ne régule pas la différenciation SLEC-MPEC et n’est pas essentiel au 

développement de la mémoire. Néanmoins, il joue un rôle dans la persistance des Tcm, en leur 

donnant un avantage compétitif pour leur maintien dans la niche périphérique71. De plus, il 

contribue à l’acquisition de fonctions effectrices par sa capacité à induire l’expression de 

molécules effectrices telles que l’IFNg, la GrzmB et la perforine37,72. 

1.2.2.1.5 Zeb1 et Zeb2  

Zeb1 et Zeb2 sont deux répresseurs transcriptionnels exprimés de manières réciproques 

lors de la réponse des LT CD8. Zeb1 est plutôt exprimé dans les LT naïfs et dans les MPEC alors 

que l’expression de Zeb2 est faible dans les LT naïfs et est maximale au pic de la réponse dans les 

SLEC. Zeb2 a été décrit comme agissant en aval de T-bet et permet de réprimer l’expression de 

gènes associés à la différenciation en cellules mémoires, diminuant entre autres l’expression de 

CD127 lors de la réponse. En contrepartie, Zeb1 ne joue pas de rôle dans la différenciation, mais 

plutôt dans le maintien des cellules mémoires et la génération d’une réponse secondaire adéquate. 

De plus, des expériences in vitro ont montré que la présence de TGFβ dans le milieu de culture de 

LT CD8 activés permet d’augmenter l’expression de Zeb1 et de diminuer celle de Zeb2. De plus, 

Zeb1 peut lier le promoteur de Zeb2 suggérant un rôle de corégulation des deux molécules73,74.  

1.2.2.1.6 Bach2 et NR4A3 

Bach2 restreint la différenciation en SLEC et leur apoptose pour permettre la 

différenciation en cellules mémoires et la génération d’une réponse secondaire. Des études de 

séquençage ont permis de déterminer que Bach2 est un répresseur transcriptionnel passif, c’est-à-

dire qu’il ne module pas la structure de la chromatine afin de limiter son accessibilité, mais il agit 

plutôt en se liant à des séquences de l’ADN AP-1, ce qui module leur disponibilité pour d’autres 

facteurs de transcription de la famille Jun.  
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Cette compétition permet de restreindre le programme transcriptionnel induit par la 

signalisation TCR dans les cellules naïves, où Bach2 est fortement exprimé. Son expression  

diminue suite à l’activation des LT CD8, ce qui permet de restreindre l’expression de gènes 

associés à la différenciation en SLEC induite par la signalisation TCR75. 

NR4A3 un récepteur nucléaire orphelin dont l’expression est rapidement induite suivant 

l’activation des LT CD8 et joue donc un rôle tôt dans leur différenciation. Dans un modèle 

d’infection aigüe par la bactérie Listeria monocytogenes modifiée pour exprimer OVA (Listeria-

OVA), la délétion de NR4A3 des LT CD8 transférés adoptivement favorise la différenciation des 

LT CD8 en MPEC et, à J45 post-infection, la génération d’une réponse mémoire plus robuste et 

d’un phénotype plutôt central mémoire.  La surexpression de NR4A3 dans les cellules déficientes 

permettait de rétablir un phénotype sauvage, indiquant l’importance du rôle de NR4A3 dans la 

modulation de la génération de cellules mémoires en influençant la génération de MPEC au pic de 

la réponse effectrice. Des analyses de séquençage  et d’accessibilité différentielle de la chromatine 

(ATAC-seq) semblent indiquer que l’absence de NR4A3 favorise la liaison d’AP-1 et d’autres 

facteurs de transcription à la chromatine afin de promouvoir la transcription de gènes cibles 

impliqués dans la différenciation en MPEC76.  

1.2.2.1.7 CXCR3 

CXCR3 régule également la différenciation SLEC-MPEC. Il a été démontré dans différents 

modèles infectieux que la délétion du récepteur aux chimiokines CXCR3 limitait la contraction 

des LT et présentait un biais de différenciation pour les MPEC, favorisant une forte accumulation 

de LT mémoires77–79. Toutefois, les LT CD8 n’exprimant pas CXCR3 qui ont été activés in vitro 

par DC-OVA et transférés adoptivement ne présentaient pas de bais de différenciation SLEC-

MPEC ni de différence de contraction, soulignant l’importance du rôle physiologique de CXCR3. 

Suite à une infection, l’absence de CXCR3 implique une diminution de la localisation des LT CD8 

dans la zone marginale de la rate, une zone riche en IL-12 et en IFN de type 177. Il a déjà été 

démontré que l’IL-12 favorise la différenciation en SLEC en régulant l’expression de T-bet51, ce 

qui suggère que CXCR3 peut moduler la différenciation SLEC-MPEC par la régulation de la 

localisation des LT CD8 tôt lors de l’activation en influençant les signaux inflammatoires 

reçus77,78. 
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Le choix de différenciation effecteur s’effectue donc par l’intermédiaire d’un réseau de 

facteurs de transcription qui sont exprimés en combinaison et à différents niveaux (Fig. 2), créant 

une sorte de balance moléculaire permettant de favoriser un destin cellulaire ou l’autre.  

1.2.2.2 Étude de la différenciation SLEC-MPEC chez l’humain 

Il est difficile d’extrapoler les résultats sur la différenciation des LT CD8 lors d’une 

infection aigüe chez l’humain dû à certaines restrictions expérimentales. En effet, chez la souris, 

l’infection est provoquée à un moment prédéterminé, ce qui permet de mesurer précisément la 

réponse immunitaire dans le temps. Toutefois, chez l’humain, le moment précis du début de 

l’infection est généralement inconnu, ce qui implique que la récolte d’échantillon ne peut pas être 

standardisée à l’instar de la souris. De plus, il est connu que les LT spécifiques à l’antigène 

circulant dans le sang diffèrent de ceux retrouvés dans les OLS. Cependant, les LT humains qui 

sont étudiés lors d’une infection proviennent généralement d’échantillons sanguins. Ainsi, bien 

souvent dans la littérature, les LT CD8 humains sont identifiés comme étant naïfs, effecteurs ou 

mémoires, mais pas comme SLEC ou MPEC80.  
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Figure 2. –   Expression différentielle de facteurs de transcription impliqués dans la 

différenciation SLEC- MPEC aux différents stades de la réponse effectrice. 

L’expression de ces facteurs de transcription dans la rate, dans les LT CD8 naïfs (gris), SLEC 
(vert) ou MPEC (mauve) sont issus de données de séquençage des équipes de Yoshida et al. et Yu 
et al., obtenus sur la base de données du Immunological Genome Project81,82. 
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Figure 3. –  Molécules impliquées dans la différenciation SLEC-MPEC 
 

Suite à leur activation, les LT naïfs peuvent se différencier en SLEC (vert) ou en MPEC (rose). 
Les SLECS sont KLRG1+CD127- et leur différenciation dépend de cytokines comme l’IL-2 et 
l’IL-12 et des facteurs de transcription T-bet, Blimp1, ID2 et Zeb2. Les MPEC sont KLRG1-
CD127+ et leur différenciation dépend de facteurs de transcription comme TCF1, NR4A3, Bach2, 
Bcl6, ID3 et Zeb1.  
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1.3 Phase de contraction 

C’est suite à l’élimination du pathogène que survient la phase de contraction où 90% des 

effecteurs entreront en apoptose. Dans un modèle de Listeria avec traitement par antibiotique 

permettant de limiter l’inflammation tôt dans la réponse, les LT CD8 présentent une réduction de 

la prolifération lors de la phase d’expansion ainsi qu’une absence de la phase de contraction. 

L’utilisation de souris déficientes en IFNg dans cette même étude a permis de mettre en évidence 

que la signalisation précoce de l’ IFNg lors de la réponse dirige la contraction des LT en limitant 

l’augmentation de l’expression d’IL-7R, nécessaire au maintien des MPEC et à leur différenciation 

en LT mémoire83. Néanmoins, la surexpression de l’IL-7R dans les SLEC ne leur permet pas de 

survivre à la phase de contraction, indiquant que la faible expression du récepteur ne cause pas 

leur mort suite au contrôle de l’infection84,85.  Des expériences de transfert adoptif lors d’une 

infection aigüe ont également démontré que lors de la phase de contraction, la délétion de l’IL-15 

dans les souris infectées limitait la survie des SLEC, tandis que l’injection d’IL-15 permettait 

d’augmenter leur survie . De plus, l’expression de la chaîne α du récepteur à l’IL-15 sur les cellules 

hôtes était nécessaire à la survie des LT effecteurs suite à la phase de contraction, indiquant que 

ces signaux de survie sont médiés par la transprésentation de l’IL-15 aux LT CD886–88. Ces 

résultats indiquent que l’IL-15 peut contribuer à la survie des SLEC, sans toutefois permettre leur 

maintien à long terme51. 

D’autre part, la délétion de la molécule proapoptotique Bim, mais pas du récepteur de mort 

Fas, permet aux LT effecteurs de survivre à la phase de contraction89,90. Des expériences de 

cotransfert adoptif d’effecteurs déficients ou pas pour Bim dans des souris infectées par Listeria 

confirment que c’est la molécule proapoptotique et non le niveau d’expression d’Il7R, qui dirige 

la phase de contraction. En effet, l’absence de Bim empêche la contraction des effecteurs, SLEC 

et MPEC confondus, mais les cellules mémoires ainsi générées ne sont pas maintenues à long 

terme, indiquant que la survie des cellules mémoires est indépendante de Bim 91.  
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Figure 4. –  Phases de la réponse immunitaire des LT CD8 suite à une infection aiguë 
 

Lors d’une infection, il y a prolifération rapide de l’agent infectieux, ce qui fait rapidement 
augmenter la charge virale ou bactérienne (courbe rouge). Lors de la réponse primaire, soit la 
première fois qu’un LT CD8 naïf rencontre l’antigène qui lui est spécifique, il y a activation du 
LT CD8 et il s’ensuit une phase d’expansion massive impliquant une prolifération rapide des 
effecteurs (courbe bleu) et leur différenciation en LT effecteurs fonctionnels capables d’éliminer 
le pathogène. Suite au contrôle de l’infection, il s’ensuit une phase de contraction, ou près de 90% 
des LT effecteurs vont mourir par apoptose. Les cellules qui survivront sont maintenues et se 
différencient en LT mémoires afin de protéger l’organisme d’une réinfection. Ceux-ci ont une 
capacité de réponse à une réinfection plus sensible et plus rapide que les LT naïfs. Ainsi, si les LT 
mémoires rencontrent de nouveau l’antigène, ils sont capables de rapidement contrôler la seconde 
infection. 
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1.4 Phase mémoire 

Les LT mémoires sont entre autres caractérisées par leur persistance à long terme suite à 

une infection, une capacité de réponse à une réinfection plus sensible et plus rapide et leur capacité 

de localisation dans les tissus et les organes lymphoïdes. 

Les LT mémoires sont maintenus à long terme grâce à leur capacité de prolifération 

homéostatique garantissant leur autorenouvellement. Leur longue durée de vie  dépend aussi de 

leur capacité de réponse à des signaux de survie et de prolifération homéostatique fournit par l’IL-

7 et l’IL-1549,92–94. En comparaison aux LT naïfs, les LT mémoires ont une plus forte réactivité à 

l’antigène, c’est-à-dire une plus grand avidité fonctionnelle, dû entre autre à un changement dans 

l’organisation des complexes TCR à la surface des cellules mémoires, et des protéines responsable 

de la transduction du signal comme Lck95–98. De plus, elles répondent plus rapidement dû à une 

plus grande accumulation de précurseur capable de répondre à l’antigène en comparaison aux 

cellules naïves99. Les cellules mémoires expriment plus de transcrits propre à la phase G1 alors 

que les cellules naïves sont en G0, suggérant qu’elles peuvent proliférer plus rapidement, pouvant 

passer plus vite en phase M, que les cellules naïves 100. Des études de méthylation de la chromatine 

et d’ATAC-seq ont indiqués que la chromatine des cellules mémoires est accessibles aux niveaux 

de sites codant pour des molécules effectrices, suggérant que ces sites sont prêt à être transcrit lors 

de la rencontre de l’antigène et ce qui expliquerait l’expression constitutive de l’ARNm de 

molécules effectrices, comme l’IFNg et la perforine100–103.  Lors d’une infection, ces cellules 

peuvent être activées indépendamment de la présence de l’antigène, sans toutefois induire 

d’expansion clonale. En effet, la production d’IL-18 et d’IL-15 par les monocytes inflammatoires 

(CCR2+CD11b+Ly6C+) permet d’induire la sécrétion d’IFNg  et de GrzmB par les LT mémoires, 

les rendant aptes à participer de manière innée à la réponse contre les pathogènes. Une exposition 

aux cytokines inflammatoires comme l’IL-15 et l’IL-18 permettrait donc de préparer les cellules 

mémoires à monter efficacement une réponse effectrice lors de la rencontre de l’antigène.104,105  
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1.4.1 Sous-types de LT mémoires 

1.4.1.1 Lymphocytes T circulants (Tcm et Tem) 

Initialement, deux catégories de cellules mémoires avaient été identifiées, soit les Tcm et 

les Tem, sur la base de l’expression du récepteur aux chimiokines CCR7 et de la molécule 

d’adhésion CD62L, ce qui permet aux cellules de traverser la veinule à endothélium épais et 

indique leur capacité de localisation dans les ganglions lymphatiques106,107. Les Tcm expriment 

fortement CCR7 et CD62L, au contraire des Tem, et se retrouvent donc dans les OLS, mais 

circulent aussi dans le sang (Fig. 1). Ces deux sous-types cellulaires se localisent différemment 

dans la rate, les Tcm se retrouvent plutôt dans la pulpe blanche tandis que les Tem se retrouvent 

dans la pulpe rouge108. Les Tcm sont aussi capables de proliférer plus fortement et de produire 

plus d’IL-2 par rapport aux Tem109–111(Fig. 5C).  

La formation des Tcm et de Tem fonctionnels dépend de plusieurs facteurs de transcription. 

D’une part, les Tcm dépendent d’ID3, Bcl6 et TCF1 61,68–70. TCF1 joue un rôle important dans la 

différenciation des Tcm puisqu’il est nécessaire à l’expression optimale des protéines CCR7 et 

CD62L 70(Fig. 5C). De plus, il a été démontré que suite à une infection par Lm-OVA, la délétion 

d’Id2 dans les LT CD8 spécifiques à l’antigène favorise l’acquisition d’un phénotype centrale 

mémoire67. En effet, tel que précédemment mentionné, ID2 réprime l’activité transcriptionnelle de 

la protéine E2A, dont une des cibles directes est le gène de TCF1. ID2 pourrait donc restreindre la 

génération de Tcm via la répression de TCF1 de manière E2A dépendante 64. D’autre part, les Tem 

expriment fortement le facteur de transcription Blimp1, qui limiter l’expression du récepteur aux 

chimiokines CCR7 en se liant directement au gène Ccr757,58,112(Fig. 5B). La délétion 

conditionnelle de Blimp1 dans les LT CD8 activés limite grandement l’abondance de cette sous-

population suite à la résolution d’une infection par LCMV Arm, même si elle favorise la génération 

de MPEC57 .  

En 2001, l’équipe de Wherry a avancé l’hypothèse qu’il existait une relation de différenciation 

linéaire entre les Tem et les Tcm, c’est-à-dire que les LT naïfs se différencieraient successivement 

en LT effecteurs, puis Tem et finalement en Tcm. En effet, lors du transfert adoptif dans des souris 

infectées par LCMV de cellules mémoires spécifiques à l’antigène Gp33 et exprimant 

différentiellement CD62L, les cellules exprimant faiblement CD62L, soit les Tem, maintenaient 
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leur phénotype tandis que les cellules exprimant fortement CD62L, soit les Tcm, diminuaient 

l’expression de CD62L pour se convertir en Tem. Toutefois, lorsqu’une expérience similaire a été 

réalisée en transférant, cette fois dans des souris naïves, les cellules exprimant différentiellement 

CD62L, les Tem ont progressivement acquis un phénotype central mémoire, soit l’expression de 

CCR7, CD62L et CD27, ainsi que la production d’IL-2 et une plus grande capacité proliférative. 

De plus, en utilisant un modèle infectieux permettant de moduler la dose d’antigène auxquels les 

souris étaient exposées, ils ont établi qu’une infection avec une faible dose d’antigène permettait 

une conversion du stade Tem à Tcm plus rapide qu’une infection avec une forte dose d’antigène. 

Ces résultats suggèrent que c’est l’élimination du pathogène et la perte de stimulation antigénique 

qui permettraient la différenciation des Tem en Tcm. Puisque les Tcm ont une meilleure capacité 

proliférative, cela garantirait le maintien homéostatique des cellules mémoires suite à la résolution 

de l’infection110.  

Il a tout d’abord été postulé que les cellules Tem, exclues des ganglions et retrouvées dans 

la rate et les tissus non lymphoïdes comme la lamina propria, le foie et les poumons pourraient 

recirculer dans les tissus ou y résider109. Toutefois, lors d’une infection par LCMV Arm, il était 

possible de constater une différence phénotypique entre les cellules mémoires de la rate et les 

lymphocytes intraépithéliaux (IEL). Ces derniers se démarquaient entre autres par la forte 

expression du marqueur d’activation récente CD69 et des intégrines comme CD103 et α4β7, 

indiquant ainsi une hétérogénéité des populations de LT mémoires en fonction du tissu113. Par la 

suite, il a été démontré que certains LT migraient tôt lors de la réponse dans l’épithélium intestinal 

en augmentant l’expression d’α4β7, puis se différencient en cellules mémoires sans toutefois 

recirculer 114. D’autres études utilisant le modèle du virus de l’Herpes sont venu confirmer la 

présence de cellules mémoires demeurant dans les tissus suite à l’infection, supportant la notion 

qu’il existe une catégorie distincte de cellules mémoires qui sont résidantes dans les tissus, en 

l'occurrence les Trm109,115–117. Ainsi, beaucoup d’études a priori réalisées dans le but d’étudier les 

Tem portaient en réalité sur les Trm. 

1.4.1.1. Lymphocytes T résidents mémoires (Trm) 

Les Trm sont des cellules mémoires non recirculantes exprimant CD69, mais pas CD62L. 

Elles patrouillent leur tissu de résidence contre une potentielle réinfection. En présence d’un 
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pathogène, les Trm sont capables d’acquérir rapidement des fonctions effectrices et de recruter 

d’autres cellules immunitaires afin d’élaborer une puissante réponse immunitaire118,119. Ces Trm 

peuvent être retrouvés dans une variété de tissus non lymphoïdes, dont la peau, l’intestin, l’appareil 

reproducteur féminin, les poumons, le tissu adipeux et le foie, entre autres114,119–122. Ils peuvent 

aussi établir résidence dans les organes lymphoïdes123–125. Différentes expériences de 

transplantation et de parabioses ont permis de démontrer que les Trm ne recirculaient pas. D’une 

part, suite au transfert adoptif des LT CD8 naïfs spécifiques à l’antigène Gp33 dans des souris 

infectées par LCMV Arm, l’équipe de Masopust et al.(2010) ont constaté une accumulation de 

cellules mémoires dans l’épithélium intestinal suite à la résolution de l’infection. Ils ont ensuite 

greffé une portion du tube digestif de souris naïve au tube digestif de souris immunisée. Plus d’un 

mois après la greffe, ils ont ainsi pu observer qu’il n’y avait de recirculation des cellules mémoires 

de l’épithélium intestinal de l’hôte dans le tissu greffé, indiquant ainsi que ces LT CD8 résidaient 

dans le tissu de l’hôte114. D’autre part, dans des expériences de parabioses où la circulation 

sanguine de deux souris était connectée, les LT recirculant s’équilibrent entre les deux parabiontes, 

tandis que des LT CD8 mémoires issu de l’épiderme de la peau et de l’appareil reproducteur 

féminin ne se sont pas équilibrés, indiquant que ces cellules ne recirculent pas et suggérant leur 

résidence dans les tissus119,126. 

1.4.1.1.2. Rétention des Trm dans les tissus 

Premièrement, les Trm demeurent dans les tissus grâce à l’expression de molécule 

d’adhésion spécifique au tissu où ces LT mémoires sont localisés. En effet, certains Trm expriment 

l’intégrine α4β7, ou CD103, une molécule capable d’interagir avec la E-cadhérine présente sur les 

cellules épithéliales. Les Trm  CD103+ ont beaucoup été étudiées en raison de leur présence dans 

les tissus épithéliaux et mucosaux, et l’expression de CD103 est nécessaire afin de permettre 

l’accumulation de Trm dans la peau et l’épithélium intestinal, ainsi que leur persistance à long 

terme127,128. La sous-unité α de VLA-1 (CD49α), une intégrine interagissant avec le collagène 

présent dans la membrane basale de l’épithélium, est également exprimé sur les Trm129–131. Dans 

le foie, les Trm sont CD103- et dépendent de l’expression de LFA-1 pour adhérer aux sinusoïdes 

hépatiques dans lesquels ils patrouillent132,133.  
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Deuxièmement, leur résidence dans les tissus dépend de la diminution de l’expression de 

récepteurs chimiotactiques promouvant normalement l’entrée dans la circulation. En effet, 

l’émigration par les LT CD8 des OLS vers la circulation repose sur la présence d’un gradient du 

phospholipide sphingosine 1-phosphate (S1P) dans les vaisseaux sanguins et lymphatiques.  

Leur sortie du tissu dépend également de l’expression du récepteur au facteur 

chimiotactique S1P, soit S1PR1134,135. Le facteur de transcription KLF2 régule positivement 

l’expression de ce récepteur136,137. L’engagement du TCR avec son antigène induit la diminution 

de l’expression de KLF2, et donc de S1PR1138, ce qui coïncide avec une augmentation de 

l’expression de CD69. En effet, alors que CD69 est exprimé de manière constitutive dans certains 

types de Trm, il est exprimé de manière transitoire suite à l’activation des LT CD8, probablement 

pour promouvoir leur rétention dans les organes lymphoïdes afin qu’ils soient adéquatement 

activés122,139,140. Or, CD69 est capable de former un complexe avec S1PR1 à la surface de la 

cellule, menant à l’internalisation et la dégradation du récepteur chimiotactique141,142. Ainsi, dans 

les Trm, la diminution de l’expression de Klf2 combinée à l’interaction de CD69 avec S1PR1 

permet l’inhibition de l’expression de S1PR1, au niveau transcriptionnel et à la surface de la 

cellule, menant à la rétention des LT dans le tissu138,143–145(Fig. 5A).  

Troisièmement, la présence de certains signaux cytokiniques permet de garantir le 

développement, le maintien et la survie des Trm dans les tissus. En effet, le  développement des 

Trm CD103+ dans la peau nécessite l’IL-15128. Dans un modèle d’infection par le virus de l’herpès, 

la délétion du facteur de transcription T-bet induisait une diminution de l’expression de la chaîne 

β du récepteur à l’IL-15 (CD122), ce qui impliquait une survie compromise des Trm de la peau, 

qui n’était pas maintenue suite au contrôle de l’infection. Ainsi un niveau basal d’expression de 

T-bet est requis afin de soutenir l’expression du récepteur à l’IL-15 et soutenir la survie des Trm146. 

De plus, le TGFβ permet d’augmenter l’expression des intégrines requises pour la rétention dans 

le tissu, incluant CD103128,146,147(Fig. 5A). L’utilisation d’un modèle d’infection par influenza a 

démontré que le facteur de transcription TCF1 réprimait le développement de Trm dans les 

poumons, et suggérait que la signalisation par TGFβ antagonise TCF1 afin de permettre 

l’expression de CD103 et la différenciation en Trm148. Ainsi différents facteurs de transcription 

viennent réguler l’expression de molécules d’adhésion, de récepteurs chimiotactiques et 

cytokiniques dirigeant la différenciation en Trm. 
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1.4.1.1.3. Mécanismes moléculaires impliqués dans la génération des Trm 

Des études transcriptomiques de Trm isolés de la peau, des intestins et des poumons, induit 

par différents modèles infectieux, ont permis d’identifier une signature transcriptomique distincte, 

contenant des gènes associés à la résidence des LT dans les tissus. Celle-ci a été comparée à la 

signature de LT présents dans la peau au pic de la réponse et suite au contrôle de l’infection, soit 

au J8 et J14. Ainsi, il a été possible de déterminer que les LT KLRG1- faisait l’acquisition 

progressive d’une signature résidente mémoire, indiquant leur rôle en tant que précurseur des Trm 

de la peau CD103+128. Cette signature a également permis d’identifier le facteur de transcription 

Hobit comme un régulateur important du maintien des Trm dans la peau. En effet, dans différents 

modèles infectieux, la délétion de Hobbit et Blimp1 empêche la génération et le maintien de 

cellules résidentes mémoires, que ce soit des Trm CD103+, CD103- ou des cellules NK résidentes, 

indiquant le rôle coopératif de ces deux facteurs de transcription dans le développement de la 

résidence des cellules immunes112. Le transcriptome de différents sous-types de cellules résidentes 

a été séquencé afin d’identifier une signature associée non seulement aux Trm, mais à la résidence 

des cellules immunes en général. Ainsi, Hobit et Blimp1 ont été identifiés comme des facteurs de 

transcription collaborants dans la répression transcriptionnelle de gènes impliqués dans la sortie 

des tissus, comme les facteurs de transcription tels que Klf2 et Tcf7, et  les récepteurs aux 

chimiokines  tels que Ccr7 et S1pr1112 (Fig. 5A). Dans un modèle d’influenza, il a été démontré 

que la voie Notch contrôlait la génération et la maintenance des Trm du poumon, possiblement via 

une régulation du métabolisme des Trm149.  De plus, l’utilisation d’une approche computationnelle 

combinée au criblage fonctionnel de données de séquençage de transcrits issus de Trm de différents 

tissus a permis d’identifier Runx3 comme un autre facteur de transcription essentiel à l’élaboration 

du programme transcriptionnel des cellules résidentes mémoires150(Fig. 5A).   

Une autre étude de séquençage de cellules uniques effectué à différents moments d’une 

infection par LCMV fournit de nouvelles perspectives quant à l’ontogénie des Trm dans les tissus. 

En effet, dès J4 post-infection, il a été possible de constater une différence transcriptionnelle entre 

les LT CD8 de la rate et les IEL du petit intestin. À J4, il y avait également une hétérogénéité 

transcriptionnelle au sein des IEL, délinéant deux populations distinctes. La première était 
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caractérisée par une plus forte expression de CD25 et par l’expression de gènes associés à la 

différenciation en cellule effectrice et était moins susceptible de se différencier en Trm CD103+ 

CD69+ suite à un transfert adoptif. L’autre population était caractérisée par une plus faible 

expression de CD25 et se différenciait préférentiellement en Trm suite à un transfert adoptif. Ces 

résultats suggèrent que l’entrée dans le microenvironnement du tissu induit rapidement des 

changements transcriptionnels dans les LT CD8 activés. De plus, des précurseurs de Trm se 

retrouveraient dans la population exprimant faiblement CD25 dès J4151. Sachant que les MPEC 

sont caractérisé par une expression plus faible de CD2553, ces résultats soutiennent l’idée  que tôt 

dans l’infection, les MPEC qui entrent dans les tissus contiennent une population de précurseur de 

Trm ou pré-Trm151,152. 

1.4.1.1.4 Rôle des Trm dans la réponse antitumorale 

L’idée que les Trm pourraient jouer un rôle dans les stratégies de lutte antitumorale est de 

plus en plus présente. D’une part, chez l’humain comme chez la souris, les Trm provenant de 

différents tissus expriment de plus hauts niveaux de transcrits de cytokines pro-inflammatoires que 

les LT CD8 ne résidant pas dans les tissus112,149,153,154. Cette quantité de transcrits élevée 

permettrait au Trm de produire des cytokines plus rapidement suite à la stimulation antigénique. 

D’autre part, dans les tumeurs épithéliales, qui expriment généralement la E-cadhérine, la liaison 

de CD103 à son ligand promeut l’adhésion des LT CD8 aux cellules tumorales et l’induction de 

signaux de costimulation coopérant avec le signal TCR, ce qui favorise la lyse spécifique des 

cellules tumorales155,156.  De plus, il a été observé qu’une variété de tumeurs épithéliales montraient 

un enrichissement pour la présence des LT CD8+CD103+ dans la tumeur et leur abondance 

corrélaient avec une meilleure survie sans progression157–159.   
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Figure 5. –  Les différents sous-types de LT CD8 mémoires 
 
Les LT CD8 mémoires expriment dépendent de signaux de survie fournit par l’IL-15 pour leur 
maintien et expriment donc le récepteur à l’IL-15. (A) Les Trm sont caractérisés par leur rétention 
dans les tissus via l’expression de différentes intégrines, comme CD49a et CD103. Le signal 
fourni par TGFβ favorise l’expression de CD103. RunX3, Blimp1 et Hobbit collaborent à 
l’élaboration d’un programme transcriptionnel de résidence, permettant d’inhiber d’autres facteurs 
de transcription comme KLF2 et TCF1. L’expression en surface de CD69 et l’inhibition de 
l’expression de Klf2 permettent de limiter l’expression de S1PR1 et par le fait même, l’accès à la 
circulation. (B) Les Tem sont retrouvés dans la circulation, dans la rate et dans les tissus (souvent 
confondus avec les Trm dans la littérature). L’expression de Blimp1 dans les Tem permet d’inhiber 
l’expression de CCR7 et CD62L tandis que l’expression de S1PR1 leur donne accès à la 
circulation. (C) Les Tcm, retrouvés dans la circulation et dans les OLS, sont capables de produire 
plus d’IL-2 que les autres sous-types de LT mémoires. Les Tcm dépendent de plusieurs facteurs 
de transcription, dont ID3, BCL6, KLF2 et TCF1, qui permettent entre autres l’expression de 
CD62L, CCR7 et S1PR1. Figure adaptée de l’article de revue de Amsen et al. (2018)160. 
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2. La réponse lymphocytaire CD8 dans un contexte 
chronique 

Dans le contexte d’une infection aigüe, la formation de LT mémoires a habituellement lieu 

suite au contrôle de l’infection, c’est-à-dire en l’absence de stimulation antigénique soutenue ou 

de niveaux élevés d’inflammation. Or, lors d’une infection chronique ou d’un cancer, il y a 

persistance de ces signaux, ce qui prévient la formation de cellules mémoires fonctionnelles et 

induit l’épuisement des LT CD8161,162. L’épuisement implique une perte progressive des fonctions 

effectrices et des capacités prolifératives des LT CD8 ainsi qu’une augmentation de l’expression 

de récepteurs inhibiteurs, tels que PD-1, Lag3, Tim3, CD39163–167.  

2.1 Épuisement lors d’une infection chronique 

L’utilisation d’une souche chronique de LCMV plutôt qu’aigüe a permis de mieux étudier 

l’épuisement des LT CD8. En effet, une infection par LCMV Arm sera contrôlée dès le J8 alors 

que la souche LCMV Clone 13 (Cl13), qui ne varie que de deux acides aminés par rapport à la 

souche aigüe, provoque une virémie pouvant persister jusqu’à 3 mois après l’infection168,169. Ainsi, 

le modèle d’infection par LCMV Cl13 a permis d’établir un modèle d’épuisement où les LT CD8 

perdaient progressivement leurs fonctions effectrices en fonction de la quantité d’antigène 

produite. La perte de fonctionnalité dans le temps implique d’abord une perte de la capacité à 

produire de l’IL-2, ainsi qu’une diminution des capacités cytolytiques et des capacités 

prolifératives. Il s’ensuit une déficience dans la production de TNFa puis de la production d’IFNg. 

Pour finir, les niveaux élevés d’antigènes persistants peuvent induire la délétion des LT CD8170. 

Les récepteurs inhibiteurs sont normalement impliqués dans la prévention de l’auto-

immunité et leur expression est donc essentielle à la tolérance du soi171 . Ces récepteurs peuvent 

donc servir de frein à la réponse immunitaire. Il a été démontré que la co-expression des différents 

récepteurs inhibiteurs corrélait avec la sévérité de l’infection et de l’épuisement des LT CD8. De 

plus, le blocage de ces différents récepteurs peut revigorer les LT CD8 de manière 

synergique167,172. La combinaison de PD-1 avec CTLA-4, Lag3 et Tim3 a été étudiée dans 

différents modèles d’infections chroniques et de cancer.  
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L’interaction de PD-1 avec son ligand PD-L1 permet d’induire une déphosphorylation des 

molécules de signalisation proximales du TCR via la tyrosine phosphatase 2 contenant une région 

homologue Src-2 (SHP-2), ce qui permet de réguler négativement la signalisation par le TCR en 

aval173–175. PD-1 n’est pas exprimé sur les cellules naïves, mais son expression est induite de 

manière transitoire dans les cellules activées176. Lors d’une infection par LCMV Cl13, il a été 

démontré que les cellules épuisées augmentaient l’expression de PD-1177. De plus, dans le contexte 

chronique du VIH, la signalisation via PD-1 induit un programme transcriptionnel permettant 

l’augmentation de l’expression de facteurs de transcription contribuant à l’inhibition des fonctions 

des LT CD8178. Toutefois, lors d’une infection par LCMV Cl13, l’inhibition de l’interaction de 

PD-1 avec son ligand PD-L1 pouvait rétablir la fonctionnalité des LT CD8 épuisés, impliquant 

une diminution marquée de la virémie dans les souris traitées177.  

2.1 Les sous-populations de LT CD8 épuisés 

Il a été démontré par l’usage d’anticorps bloquants dans le contexte d’une infection par 

LCMV Cl13 que les cellules exprimant des niveaux élevés de PD-1 (ou PD-1hi) ne pouvaient être 

revigorées par le traitement, en comparaison au reste des LT CD8 épuisés PD-1int ou PD-1lo. Ceci 

suggérait une hétérogénéité des LT épuisés, où certains LT CD8 PD-1hi seraient terminalement 

différenciés et pour lesquels la perte de fonctionnalité n’est pas réversible179. 

Initialement, les LT CD8 épuisés avaient été catégorisés par l’équipe de John Wherry sur 

la base de leur expression différentielle des facteurs de transcription T-bet et EOMES. Les LT 

CD8 dits progéniteurs expriment fortement T-bet et PD-1 de manière intermédiaire (T-bethiPD-

1int). Ils conservent une capacité à proliférer et peuvent se différencier en LT CD8 terminaux, qui 

eux expriment fortement EOMES et PD-1 et ont complètement perdu leur capacité à proliférer180. 

Par la suite, plusieurs équipes ont identifié des LT CD8 épuisés dits « folliculaire 

cytotoxique » ou memory stem-like, entre autres sur la base de l’expression de Tim3, CXCR5 et 

TCF1181–184. Une première sous-population est caractérisée par l’expression de CXCR5 et TCF1, 

mais pas de Tim3. Ces cellules sont capables de s’autorenouveler et possèdent un profil 

d’expression génique similaire aux MPEC, au CD4 Tfh et dans une certaine mesure, aux cellules 

souches hématopoïétiques. Il a été établi que l’expression élevée du marqueur de surface SlamF6 

dépendait de l’expression du facteur de transcription TCF1. Ainsi, l’expression de SlamF6hi sur 
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les LT est utilisée comme marqueurs substituant l’expression intracellulaire de TCF1+185. Les 

cellules CXCR5+Tim3-TCF1+ sont des précurseurs, dites stem-like, et sont capables de générer 

des LT CD8 terminalement différenciés qui sont CXCR5-Tim3+TCF1-. Ces LT CD8 épuisés 

terminaux ne peuvent être convertis stem-like, ont de faible capacité à proliférer, expriment plus 

fortement des molécules effectrices comme la GrzmB et coexpriment plus de récepteurs 

inhibiteurs comme Lag3, CD39 ou 2B4. Les deux sous-populations expriment PD-1, mais les 

terminaux ne répondent pas aux anticorps bloquant pour PD-1 (αPD-1), contrairement aux stem-

like, qui eux peuvent être revigorés et donner lieu à un élan prolifératif suite au traitement. Une 

expérience de séquençage à cellules uniques de LT épuisés montre que l’expression de T-bet et 

EOMES est similaires au sein des deux sous-populations,  alors que le modèle Wherry rapporte 

une hétérogénéité de l’expression de ces deux facteurs de transcription, rendant les deux modèles 

difficilement conciliables165,180,182,184,186,187 . 

Plus récemment, Hudson et al. (2019) ont effectué une analyse de l’expression génique des 

cellules épuisées stem-like et terminalement différenciées, qui a été comparée au transcriptome de 

cellules T naïves, effectrices et mémoire suite à une réponse aigüe afin de mettre en évidence les 

marqueurs propres à la réponse chronique. Ainsi, il a pu être déterminé que la population 

précédemment identifiée comme terminalement différenciée (CXCR5-Tim3+) exprimait CD101 

de manière bimodale, et qu’elle comportait en fait deux sous-populations possédant un profil 

d’expression génique distinct. Des expériences de transferts adoptifs ont permis de confirmer 

l’identification de trois sous-populations; les cellules stem-like, qui sont TCF1+PD-1+, mais 

n’expriment pas CD101, T-bet et la GrzmB, les cellules transitoires, qui sont Tim3+CX3CR1+PD-

1+, exprime fortement la GrzmB et T-bet, et n’expriment pas TCF1 et CD101, et les cellules 

terminales qui sont Tim3+CD101+PD-1+, mais n’expriment pas ou faiblement la GrzmB, T-bet 

et TCF1188. Ces populations ont également été identifiées par l’équipe de Zander et al.(2019) dans 

une étude séquençage de l’ARN à cellules uniques189(Fig. 6). Les stem-like sont capables 

d’autorenouvellement et de donner lieu aux cellules transitoires ou aux cellules terminales. Le 

traitement avec l’αPD-L1 permet d’augmenter la génération de cellules transitoires, qui possèdent 

encore des capacités prolifératives et effectrices et peuvent donner lieu aux cellules terminales, qui 

sont les plus sévèrement épuisées et qui ne peuvent plus proliférer. En utilisant un système de 

délétion inductible des LT CD8 exprimant CX3CR1, il a également été déterminé que les cellules 

transitoires étaient nécessaires au contrôle de l’infection virale188. La génération des cellules 
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transitoires et leur capacité à contrôler l’infection dépendent de l’aide fourni par les LT CD4 

auxiliaires qui produisent de l’IL-21189. 

En parallèle, une nouvelle étude de Beltra et al.(2020) propose de différencier les 

progéniteurs TCF1+ sur la base de l’expression de CD69. Les progéniteurs épuisés TCF1+CD69+ 

(Tepprog1) seraient restreints aux tissus et plutôt quiescents. Toutefois la perte d’expression de 

CD69 leur permettrait d’accéder à la circulation. Ces progéniteurs circulants TCF1+CD69- 

(Tepprog2) perdraient graduellement l’expression de TCF1 au fil des divisions pour se convertir en 

un sous-type intermédiaire de LT épuisés (Tepint) qui n’a pas de capacité proliférative. Ce troisième 

sous-type TCF1-CD69- possèderaient des fonctions effectrices et son abondance augmente suite à 

l’administration d’αPD-L1, qui finit par se différencier en un quatrième sous-type TCF1-CD69+, 

terminalement épuisé (Tepterm). Incidemment, les Tepint  expriment fortement CXC3CR1, ce qui 

les rend très similaires aux cellules transitoires précédemment décrites188–190. Dans cette étude, 

l’expression de T-bet augmente avec la perte de l’expression de TCF1, soit lors du passage du 

stade progéniteurs circulants au stade intermédiaire, mais n’est pas maintenue au stade 

terminalement épuisé. Ainsi, il est suggéré que le facteur de transcription T-bet serait essentiel à 

la différenciation des Tepprog2 en Tepint190. 

Ces trois dernières études concordent dans la perspective où elles décrivent un stade 

intermédiaire de différenciation des LT épuisés, entre les progéniteurs et les terminaux188,190. 

Ensemble, ces études suggèrent que les cellules progénitrices ou précurseurs TCF1+, qui 

prolifèrent suite au traitement αPD-L1 et renouvellent un bassin de cellules épuisées aux capacités 

prolifératives limitées, mais demeurant encore capables de produire des molécules effectrices. Ce 

bassin hétérogène de cellules épuisées TCF1- incluent les LT intermédiaires ou transitoires, et les 

LT terminalement épuisées, qui coexpriment le plus de récepteurs inhibiteur185,186,188,190. 
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Figure 6. –  Les sous-populations de LT CD8 épuisés identifiées par les équipes de Hudson et 
al. et Zander et al. 

 Suite à une infection chronique, les LT CD8 naïf se différencient en LT épuisés (Tep) progéniteur 
ou stem-like (SlamF6+Tim3-). Avec l’aide CD4, les Tep progéniteurs peuvent proliférer et se 
différencier en Tep transitoires (SlamF6-Tim3+CX3CR1+), qui conservent des fonctions 
effectrices et prolifératives, et en Tep terminaux (SlamF6-Tim3+CD101+). Au fil de la 
différenciation des LT épuisés, il y a une augmentation de l’expression de PD-1 et, parallèlement, 
une diminution du potentiel prolifératif. 

 

2.2. Cancer 

Le phénomène du cancer implique l’accumulation de mutations somatiques et de 

changements épigénétiques dérégulant le cycle de division cellulaire menant à une prolifération 

chronique au sein d’un tissu donné. Ainsi, la carcinogenèse peut être définie par l’acquisition par 

des cellules de certains traits phénotypiques en lien avec la malignité. Ceux-ci incluent entre autres 

une capacité à s’évader des signaux suppresseurs de la prolifération, un potentiel réplicatif illimité, 

une résistance à l’apoptose, une dérégulation métabolique, l’induction de l’angiogenèse, l’invasion 

métastatique d’autres tissus ainsi que l’évasion immunitaire191.  
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 Cette dernière caractéristique provient d’abord du processus d’immunoédition qui prend 

cours lors que le système immunitaire n’élimine pas la totalité des cellules tumorales. Celles 

exprimant des antigènes modifiés sont détectées et détruites par le système immunitaire lors d’un 

processus d’immunosurveillance. Les cellules tumorales qui n’ont pas été éliminées entrent dans 

une phase d’équilibre, où le système immunitaire restreint la prolifération et l’expansion des 

cellules transformées. Toutefois, une sélection a ainsi lieu, en faveur des cellules cancéreuses de 

plus faible immunogénicité. Ceci instaure un contexte de tolérance ce qui leurs permettent 

d’échapper à l’immunosurveillance et  de proliférer192–195.  

La prolifération des cellules cancéreuses permet également l’acquisition de mutations 

contribuant à l’établissement d’un état immunosuppressif dans le microenvironnement tumoral 

(TME) et ainsi, à l’évasion immunitaire de la tumeur 196. Ce TME est le produit de l’interaction 

des cellules malignes et des cellules non malignes environnantes et est généralement composé de 

cellules tumorales en prolifération, du stroma de la tumeur, de vaisseaux sanguins et de cellules 

immunitaires. 

2.2.1 Mécanismes d’évasion immunitaire 

  Les mécanismes d’évasion immunitaire réprimant la réponse anti-tumorale des LT CD8 

incluent une limitation de la présentation antigénique par les tumeurs via une diminution ou une 

perte d’expression du CMH de classe I et par l’acquisition de mutations menant à des défauts dans 

l’apprêtement de l’antigène197–200. De plus, il y a le recrutement d’une variété de cellules 

régulatrices immunosuppressives dans le TME, tel que LT CD4 régulateurs (Treg), les cellules 

suppressives d’origine myéloïde (MDSC) ainsi que les macrophages associés à la tumeur (TAM). 

Ces cellules peuvent produire une variété de molécules et de cytokines pouvant inhiber l’activation 

ou le recrutement des LT CD8 dans le TME et contribuer à l’induction de la dysfonction des LT 

CD8 infiltrant la tumeur (TIL)201–204. 

L’induction de l’expression de PD-L1 dans le TME est un autre mécanisme clé d’évasion 

immunitaire permettant de favoriser la progression tumorale205,206. Tout d’abord, l’expression de 

PD-L1 sur les cellules tumorales est associée à un mauvais pronostic chez les patients207. 

Indépendamment de l’interaction avec PD-1 sur les LT CD8, l’expression de PD-L1 sur les cellules 

tumorales contribuerait également à la formation d’un bouclier moléculaire permettant d’éviter la 
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lyse spécifique par les LT CD8, en conférant une protection aux cellules cancéreuses contre les 

stimuli proapoptotique208,209. De plus, PD-L1 peut interagir avec CD80 sur les DC afin de limiter 

l’activation des LT CD8210,211. Surtout, il est établi que l’interaction de PD-L1 avec PD-1 sur les 

LT CD8 limite leur activation212,213. Ainsi, les anticorps bloquants sont utilisés en clinique pour 

traiter les patients214,215. 

2.2.2 Épuisement des LT CD8 en cancer 

Il a été démontré que les LT CD8 spécifique à la tumeur présentaient un phénotype épuisé 

et répondaient ainsi de manière similaire aux LT CD8 suite à une infection chronique. En effet, 

chez la souris comme chez l’humain, les TIL spécifiques à l’antigène, présentent une forte 

augmentation de l’expression de PD-1, une co-expression de plusieurs récepteurs inhibiteurs, une 

activité cytotoxique limitée ainsi qu’une limitation de la production de cytokines comme l’ IFNg, 

le TNFa ou l’IL-2216–219. 

Il a d’abord été établi dans un modèle tumoral murin que les TIL coexprimant Tim3 et PD-

1 représentent une sous-population de TIL plus épuisée, qui est incapable de proliférer et de 

produire l’IFNg, le TNFa ou l’IL-2220.  Par la suite, en comparant les signatures géniques de LT 

CD8 lors d’une infection chronique par LCMV Cl13 et dans un modèle d’hépatocarcinome murin, 

l’équipe de Schietinger et al. (2016) a constaté la similarité des programmes moléculaires et a 

établi que, tout comme dans le modèle d’infection chronique, l’épuisement des TIL dépend de la 

présence et de la persistance de l’antigène tumoral221.  

Une autre étude par Philip et al. (2017) a permis de mettre en lumière les étapes qui mènent 

à la dysfonction, soit l’épuisement, des LT CD8 au niveau épigénétique. En effet, dans un modèle 

murin où la formation de l’hépatocarcinome est provoquée par un système d’induction de la Cre 

recombinase, ils ont transféré des LT CD8 naïfs spécifiques à l’antigène tumoral, ce qui leur 

permet de suivre les LT avant et après l’induction de la carcinogenèse. Des études d’ATAC-seq à 

différents moments suivant le transfert adoptif et suivant la carcinogenèse ont permis d’identifier 

deux états distincts de la chromatine chez les LT CD8. Le premier caractérise le début de la réponse 

antitumorale jusqu’à J7 et le second, jusqu’à J60. Au premier stade, les cellules sont initialement 

dans un état dysfonctionnel initial dit plastique, alors que de J7 à J14, il y a une remodélisation de 



 

  48 

la chromatine. Suite au jour 14, soit le second stade dit dysfonctionnel tardif, la chromatine est 

dans un état fixé. De plus, des études de séquençage leur ont permis d’associer les cellules 

CD38hiCD101hi à un stade de dysfonction plus tardif au J14. L’état de la chromatine semble 

indiquer que les cellules en stade 1 sont reprogrammables tandis que celles en stade 2 ne le sont 

plus222. 

Dans un contexte d’infection chronique ou de cancer, l’hypothèse selon laquelle le 

traitement par l’utilisation d’anticorps bloquants pour PD-1/PD-L1 revigore les LT CD8 et rétablit 

leur fonctionnalité, permettant un meilleur contrôle de la croissance tumorale ou de la charge 

virale, semble avoir été démontrée par plusieurs équipes 167,215,223–225. Toutefois, l’équipe de Philip 

et al., ainsi que plusieurs autres études, indique que certains LT CD8 épuisés acquièrent un état 

épigénétique stable et ne sont pas reprogrammés suite au traitement αPD-L1. D’une part, cela 

suggère que l’inhibition de PD-1 est insuffisante pour le renversement de l'épuisement de 

l’ensemble des LT CD8 épuisés au niveau épigénétique et d’autre part, limite la possibilité pour 

ces LT CD8 épuisés de générer une réponse effectrice à long terme222,226,227.  

Néanmoins, dans l’étude de Philip et al., le passage du stade 1 au stade 2 est caractérisé par 

la fermeture de la chromatine du gène Tcf7, ce qui n’est pas sans rappeler la classification des sous-

types de LT épuisés précédemment expliqués, soit les progéniteurs TCF1+ et terminaux TCF1-222.  

Chez la souris, il a déjà été démontré que l’expression de Tcf7 était requise pour  éliciter une 

réponse antitumorale efficace suite aux immunothérapies par anticorps bloquants228. De plus, chez 

l’humain, la présence de LT CD8 TCF7+ dans la tumeur est associée à un pronostic favorable et à 

une meilleure réponse aux anticorps bloquants229. Dans le modèle de mélanome B16-Gp33, il a 

été démontré que les LT CD8 spécifique à la tumeur comportaient une population TCF1+PD-

1+GrzmB-, nécessaire au contrôle tumoral et capable de se différencier en cellules TCF1-PD-

1+GrzmB+. L’effet du traitement par anticorps bloquant  sur la limitation de la croissance tumorale 

était dépendante de la présence des cellules TCF1+ et induisait leur autorenouvellement et leur 

différenciation en TCF1-230. Chez des patients atteints de mélanomes métastatiques ayant reçu une 

immunothérapie ciblant les récepteurs inhibiteurs (αPD-1 et αCTLA4), les études de séquençage 

montraient que les cellules exprimant TCF7, associée à une bonne réponse au traitement, 

n’exprimaient pas CD39 ni de Tim3, tandis que les cellules TCF7- étaient CD39+Tim3+ et avaient 

un profil transcriptionnel plus épuisé229. Toutes ces études soulignent l’importance de TCF1 dans 
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les TIL et indiquent que l’état d’épuisement des LT CD8 intratumoraux serait similaire à 

l’épuisement des LT CD8 en infection chronique. 

Récemment, l’équipe de Nicolas Haining a confirmé que le modèle d’infection chronique 

LCMV Cl13 et le modèle de mélanome murin B16-OVA élicitaient les mêmes sous-populations 

de LT CD8 épuisés, soit les progéniteurs TCF1+Tim3- et les terminaux TCF1-Tim3+. Ces 

progéniteurs avaient de meilleures fonctions prolifératives, une meilleure survie et pouvaient se 

différencier en terminaux qui eux, avaient de meilleures fonctions cytotoxiques231. Dans cette 

étude, le traitement αPD-1 induit un élan prolifératif dans les LT CD8 progéniteurs et augmente la 

différenciation en LT CD8 terminalement épuisé, comme ce qui a été démontré en infection 

chronique186,231. Des observations similaires ont également été faites chez l’humain232. Ainsi, dans 

le contexte du cancer, les traitements d’anticorps bloquant ciblant la voie PD-1/PD-L1 ne suffisent 

pas à renverser l’épuisement au niveau épigénétique pour restaurer la fonctionnalité des LT CD8 

terminaux. En revanche, le traitement peut induire la prolifération de la population TCF1+ 

intratumorale pour donner lieu à des LT terminalement épuisés avec des fonctions effectrices plus 

fortes, afin d’éliminer la tumeur (Fig. 7).  

2.2.3 Infiltration des LT CD8 dans le TME 

Plusieurs études ont déjà mis en lumière l’importance majeure de la présence de LT CD8 dans la 

tumeur pour un pronostic favorable et une meilleure survie des patients233–235. Chez les patients 

atteints de carcinome du colon, il a été reconnu que l’utilisation d’un immunoscore aide à mieux 

prédire le pronostic et les risques de rechutes de la maladie que le système classique de 

classification TNM (tumeur, nodule, métastase). Cet immunoscore est basé sur la quantification 

des patrons d’activation de cellules immunitaires dans le TME et prends entre autre en compte la 

densité de LT CD3+ et CD8+ dans la tumeur et dans ses marges invasisves236,237. La présence de 

LT CD8 dans la tumeur peut également servir de biomarqueur pour prédire la réponse aux 

anticorps bloquants238. Ainsi, il est évident qu’une réponse antitumorale efficace dépend de la 

présence des LT CD8 dans la tumeur, qui doivent être capables d’infiltrer la tumeur et de s’y 

localiser.  
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D’une part, l’infiltration des LT CD8 a été caractérisée dans différentes tumeurs humaines 

et il a été constaté que l’ampleur de la réponse antitumorale au sein d’une tumeur donnée dépendait 

de la capacité des cellules terminalement différenciées TCF1- à être générée par les progéniteurs 

ou stem-like TCF1+. Cela indique que l’infiltration de LT CD8 exprimant TCF1 est importante 

dans la réponse antitumorale239.  

 D’autre part, l’expression de certains récepteurs chimiotactiques est nécessaire afin 

d’assurer la migration des LT CD8 et leur infiltration dans la tumeur. En effet, dans le contexte de 

mélanomes murins B16-OVA, des études de délétions géniques de différents récepteurs 

chimiotactiques ainsi que l’utilisation de toxines permettant l’inhibition de récepteurs couplés aux 

protéines G ont permis de mettre en lumière l’importance du rôle de CXCR3 pour la localisation 

des LT CD8 dans la tumeur lors d’une thérapie adoptive. En effet, l’interaction de CXCR3 avec 

ses ligands est essentielle à l’adhésion stable dans les vaisseaux sanguins tumoraux des LT CD8 

transférés adoptivement et subséquemment, à leur migration transendothéliale dans la tumeur. 

Ainsi, l’absence de CXCR3 rend le traitement par thérapie adoptive inefficace en limitant 

l’accumulation de LT CD8 transférés dans la tumeur240. Chez l’humain, l’expression de CXCR3 

sur les LT CD8 spécifiques à la tumeur a été associée à une meilleure survie241. Toutefois, dans un 

modèle de carcinome du colon MC38 où les souris implantées expriment ou non CXCR3, il n’y 

avait pas de différence au niveau de l’abondance des TIL CD8 ou de la survie des souris entre les 

souris mutantes et sauvages. Cela souligne l’importance de l’expression du récepteur 

chimiotactique lors du transfert adoptif en comparaison à une réponse endogène242. 
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Figure 7. –  Épuisement des LT CD8 dans le TME 
 
Dans le TME, il est possible de retrouver des LT CD8 épuisés progéniteurs (TCF1+) et terminaux 
(TCF1-). Les LT progéniteurs, au stade 1, sont épigénétiquement plus plastiques, ont des capacités 
d’autorenouvellement et une meilleure capacité de survie. En réponse aux anticorps bloquants 
(αPD-1/αPD-L1), il y a un élan prolifératif des LT progéniteurs et leur différenciation en LT 
terminaux qui, au stade 2, sont épigénétiquement plutôt fixés, mais ont de meilleures capacités 
cytotoxiques, entre autres par la production de GrzmB. Les deux sous-populations expriment PD-
1, mais les LT terminaux expriment aussi différents récepteurs inhibiteurs, comme Tim3, CD39, 
CD38 et CD101. 
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3. Voie de signalisation Notch 
Au début du siècle, des expériences de génétiques impliquant le croisement successif de 

drosophiles ont permis d’identifier le phénotype mutant d’ailes encochées ou Notched wings243,244. 

C’est seulement dans les années 80 que le gène Notch a été cloné, permettant l’identification de la 

structure du récepteur245,246. De nos jours, il est connu que cette voie de signalisation, qui est 

extrêmement conservée dans l’évolution, dirige de nombreux choix de différenciation binaire  et 

de polarisation cellulaire, incluant la différenciation des neurones chez les métazoaires247, 

l’induction du mésoderme durant l’embryogénèse chez C. elegans248 et le choix de l’engagement 

vers les lignées lymphoïdes B ou T chez les mammifères249–251.  

3.1 Mécanismes généraux de la voie Notch 

La voie de signalisation est généralement activée suite à l’engagement des récepteurs avec 

leurs ligands, exprimés sur une cellule adjacente à celle qui reçoit le signal. Dans la voie canonique, 

l’interaction ligand-récepteur mène à un clivage du récepteur Notch, permettant la libération de 

son domaine intracellulaire (NICD) et sa translocation au noyau. Il va s’y associer avec son 

partenaire transcriptionnel RBPJκ, qui est lié à l’ADN au promoteur des gènes cibles de la voie 

Notch (Fig. 9). En absence du NICD, RBPJκ est associé avec des corépresseurs de la transcription, 

mais la translocation au noyau du NICD et son association avec RPBJκ induit l’exclusion des 

corépresseurs et le recrutement de co-activateurs de la transcription permettant ainsi l’expression 

des gènes cibles de la voie. Toutefois, il existe d’autres mécanismes d’activation de la voie Notch, 

dits non canoniques. Ceux-ci incluent des mécanismes pouvant être indépendants des ligands la 

voie, indépendants de l’association du NICD avec RBPJκ ou encore indépendant du clivage du 

récepteur252–258.  

3.2 Récepteurs et ligands de la voie Notch 

Chez les mammifères, la voie Notch comprend quatre récepteurs, soit Notch1 à Notch4 

(N1-N4), et cinq ligands soit Jagged1 et 2 (Jag1-2), ainsi que Delta-like1, 3 et 4 (DLL1, 3 & 4). 

La portion extracellulaire contient 29 à 36 domaines EGF-like repeat, responsable d’interagir avec 

le ligand, ainsi que trois domaines de régulation négative riches en cystéine (NRR), empêchant 
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l’activation du récepteur indépendamment de la présence de ligand. La région transmembranaire 

contient un domaine d’hétérodimérisation (HD).  

La portion cytoplasmique comprend un domaine servant à la liaison avec RBPJκ (RAM), 

deux signaux de localisation nucléaire (NLS), un domaine de transactivation (TAD) ainsi qu’un 

domaine PEST du côté C-terminal, servant de signal de dégradation protéasomale du NICD. Les 

ligands contiennent tous des domaines EGF-like repeat, ainsi qu’un domaine conservé, soit le 

domaine Delta, Serrate et Lag (DSL), situé du côté N-terminal259 (Fig. 8).  

Différentes modifications post-traductionnelles permettent de rendre le récepteur 

fonctionnel et de réguler l’affinité de son interaction avec les différents ligands.  Lors du trafic 

dans l’appareil de Golgi, il y a d’abord clivage protéolytique du récepteur Notch au niveau du site 

1 (S1) par une furine-like convertase. Cela permet la formation d’un hétéromère, puisque les deux 

parties du récepteur restent associés par des liaisons non covalentes260,261. De plus, il y a également 

ajout de sucres O-glucose sur les sérines de la portion extracellulaire du récepteur (EGF-repeat) et 

O-fucose sur les thréonines. Ces sucres serviront de points d’ancrage pour la glycosylation via des 

glycosyltransférases de la famille Fringe262–264. Ces glycosylations de sites spécifiques EGF-like 

repeat permettent soit de favoriser ou d’inhiber l’interaction avec les différents types de ligand, 

soit DLL ou Jag, de manière préférentielle265–267. 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. –  Schéma des récepteurs et ligands de la voie de signalisation Notch. 

À gauche, les récepteurs de la voie Notch et leurs domaines. À droite, les ligands de la voie et leurs 
domaines. Adapté de l’article de revue de Radtke et al. (2004)259 

Notch1
ANK

NLSPEST

TAD

RAM

EGF-like repeat

NRR

Notch2

Notch3

Notch4

Jagged1 & 
Jagged2

Delta-like 1 & 
Delta-like 4

Delta-like 3

DSL

EGF-like repeat

Membrane 
plasmique

Membrane 
plasmique

Récepteurs Ligands



 

  54 

3.3 Activation de la voie de signalisation Notch  

Il est communément admis que l’interaction ligand-récepteur génère une force de traction 

sur le récepteur, ce qui induirait un changement de conformation dans le domaine NRR du 

récepteur, ce qui rend le site 2 (S2) au niveau extracellulaire accessible au clivage par les 

métalloprotéases ADAM268. Il va s’ensuivre un second clivage protéolytique au niveau de la 

membrane, au site 3 (S3), catabolisé par la γ-sécrétase et permettant ainsi la libération du NICD269. 

(Fig. 5) Celui-ci migre alors au noyau où il peut s’associer avec RBPJκ, une protéine fixée à l’ADN 

qui régule négativement la transcription. En effet, RBPJκ effectue le recrutement de corépresseurs 

tels que SMRT, HDAC1 et HDAC2, qui sont des histones déacétylases qui contribuent au maintien 

de la condensation de la chromatine, réprimant ainsi la transcription270–272. La formation du 

complexe NICD-RBPJκ permet l’exclusion de ces corépresseurs et le recrutement de MAML 

(Master mind-like) qui semble servir de protéine d’échaffaudage permettant la formation d’un 

complexe  transcriptionnelles incluant d’autres co-activateurs, notamment p300, PCAF et PBAF, 

ce qui mène à une ouverture de la chromatine et à l’induction de la transcription de gènes cibles273–

275 (Fig. 9). 

La durée du signal Notch est limitée par différentes enzymes ciblant le domaine PEST (Fig. 

8), riche en proline, acide glutamique, sérine et thréonine. Ainsi, des évènements de 

phosphorylation et d’ubiquitinylation de PEST mèneront à la dégradation protéosomal du NICD 

et à l’arrêt du signal. D’abord, la phosphorylation du domaine intracellulaire de Notch2 (NICD2) 

par la protéine glycogène synthase β kinase (GSK3β) peut empêcher d’induire l’expression des 

gènes cibles tandis qu’elle peut contribuer à la stabilisation du NICD1276,277. La Cyclin C/cyclin-

dependant kinase (CDK8) est également capable de phosphoryler le NICD et favoriser sa 

dégradation278. Ensuite, l’une des protéines responsable de l’ubiquitinylation du NICD est la F-

box et WD-40 domain (Fbxw7) de types E3 ubiquitines ligases, provoquant la dégradation par le 

protéasome du NICD279,280. De plus, la protéine NUMB est capable de coopérer avec la E3 ligase 

Itch afin d’ubiquitinyler Notch1 à la membrane, ce qui provoque l’endocytose du récepteur et la 

régulation négative de la transduction du signal en aval281,282. 
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Figure 9. –  Schéma de la voie de signalisation Notch. 

L’interaction ligand-récepteur mène à un clivage du récepteur Notch, permettant la libération de 
son domaine intracellulaire (NICD) et sa translocation au noyau. Il va s’y associer avec son 
partenaire transcriptionnel RBPJκ, qui est lié à l’ADN afin d’induire la transcription de gènes 
cibles. 

7.4 Rôle de la voie de signalisation Notch dans le système immunitaire 

Dans le système immunitaire, la voie Notch est connue pour avoir un rôle dans le choix de 

différenciation des LT dans le thymus, ainsi que dans l’amplification du choix de différenciation 

des LT CD4 en LT auxiliaires 283,284. En effet, la délétion de Notch1, DLL4 ou de RBPJκ, empêche 

l’engagement des thymocytes en lignée T et favorise l’accumulation de LB dans le thymus, 

indiquant que la voie régule le choix de différenciation en LT ou LB chez les progéniteurs 

thymiques284–287. Lors du développement thymique, la voie Notch est requise de l’étape double 

négative 1 (DN1) jusqu’au stade DN3 pour le réarrangement de la chaîne β du TCR et la β 

sélection288–293. D’autre part, le signal Notch régule également la différenciation des LB immatures 

en LB de la zone marginale (MZB). En effet, la délétion de Notch2 et DLL1 limite l’accumulation 

de MZB dans la rate294,295. De plus, la délétion génétique conditionnelle de RBPJκ ou de MAML1 
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empêche la génération de MZB, confirmant l’importance du rôle de la voie canonique de Notch 

dans ce choix de différenciation296–298. 

3.4.1. Rôle de la voie de signalisation Notch dans les LT CD4 

Les LT CD4 naïfs expriment les récepteurs Notch1 et Notch2 et suite à leur activation, il y 

a une augmentation rapide de l’expression des récepteurs, indiquant un rôle pour la voie de 

signalisation Notch dans la réponse des LT CD4299,300. En effet, dans une étude effectuée in vitro, 

l’inhibition de l’ensemble des récepteurs de la voie Notch par l’utilisation d’un inhibiteur de la γ-

sécrétase (IGS) limitait la prolifération des LT CD4 activés et impliquait une diminution de 

l’expression de CD25, alors que la surexpression du NICD1 permettait d’augmenter l’expression 

de CD25. Ainsi, les auteurs postulent que la voie Notch peut sensibiliser les LT CD4 au signal de 

l’IL-2 via l’expression de CD25300.  

Il a été démontré que la voie Notch jouait un rôle dans le choix de différenciation des LT 

CD4 en différents sous-types de LT auxiliaires. D’une part, l’implication de la voie de signalisation 

dans la différenciation en Th2 a été démontré par l’utilisation d’un modèle génétique d’inhibition 

de tous les récepteurs Notch ainsi qu’un modèle de surexpression du NICD1301,302. En effet, suite 

à une infection  par l’helminthe gastro-intestinal Trichuris muris, les souris dont les LT CD4 étaient 

déficients pour le signal Notch présentaient une persistance de l’infection parasitaire ainsi qu’un 

défaut de la production de cytokine de type Th2, comme l’IL-4301. De plus, la voie Notch régule 

l’expression du facteur de transcription GATA3, un gène régulateur maître de la différenciation 

en Th2, et ils peuvent ensemble agir de manière synergique pour promouvoir l’expression de l’IL-

4302. RBPJκ peut se lier directement au promoteur proximal du gène Gata3, mais il peut également 

lier la séquence amplificatrice (enhancer) en amont du gène Il4299,302,303. D’autre part, il a 

également été établi que la voie Notch jouait un rôle dans la différenciation des LT CD4 en Th17. 

En effet, l’inhibition de la voie Notch par l’utilisation d’IGS ou d’anticorps bloquants pour les 

ligands de type DLL induisait une diminution de la production de l’IL-17 par les LT CD4, une des 

cytokines caractéristiques des Th17304,305. De plus, des études d’immunoprécipitation de la 

chromatine ont démontré que RBPJκ pouvait directement lier les promoteurs de l’Il17 et de Rorc, 

un gène régulateur maître de la différenciation en Th17304–306. 
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D’autres études ont suggéré que c’est la famille de ligands de Notch, soit Jagged ou DLL, 

qui régulait la différenciation des LT CD4 en Th1/Th2. En effet, la surexpression de différents 

ligands de la voie Notch sur les CPA a permis d’établir que la famille Jagged favorisait la 

différenciation des LT CD4 naïfs en Th2 tandis que la famille DLL favoriserait une différenciation 

de type Th1283. 

Toutefois, c’est l’étude de Bailis et al. (2013) qui a mis en évidence que la voie Notch 

régule simultanément les différents programmes transcriptionnels de différenciation des LT CD4 

en Th1, Th2 ou Th17, plutôt que de favoriser un choix de différenciation spécifique. Les auteurs 

démontrent que le NICD1, dans des LT CD4 différenciés en Th17, se lie aussi aux promoteurs des 

gènes associés au choix de différenciation en Th1, comme Tbx21, et en Th2, comme Il4 et Gata3, 

en plus de se lier à Rorc et Il17a, associé à la différenciation en Th17. En effectuant une dilution 

en série des cytokines polarisante pour ces différents choix de différenciation, en présence ou en 

absence du signal Notch, les auteurs ont démontré que la voie Notch permet en fait de sensibiliser 

les LT CD4 aux cytokines de l’environnement afin d’orienter le choix de différenciation307. 

3.4.2. Rôle de la voie de signalisation Notch lors de la réponse CD8 

Le rôle de Notch a également été étudié dans la réponse des LT CD8. Chez les cellules 

naïves, les récepteurs Notch 1 et Notch 2 sont exprimés à des niveaux faible et intermédiaire, 

respectivement, mais l’activation des LT CD8 induit une forte augmentation de l’expression des 

récepteurs. Quant aux récepteurs Notch3 et Notch4, ils ne sont pas du tout exprimé dans les LT 

CD8 naïfs ou activés308–312. De manière semblable aux LT CD4, l’inhibition in vitro de la voie 

Notch par un traitement d’IGS limite la prolifération des LT CD8 suite à leur activation309,310. Les 

LT CD8 traités avec l’IGS présentaient également une diminution de l’expression des marqueurs 

d’activation CD69 et CD25 ainsi qu’une diminution de la production d’IFNg et d’IL-2. Toutefois, 

l’activation de LT CD8 transgénique exprimant de plus faibles niveaux d’expression du récepteur 

Notch1 (provenant de souris Notch1AS portant un transgène anti-sens pour Notch1 sous le 

contrôle du promoteur du virus de la tumeur mammaire murine) ne menait pas à une diminution 

de la prolifération des LT CD8 activés, bien qu’elle impliquait également une diminution de leur 

production d’IFNg et d’IL-2309. Ces résultats suggèrent donc une redondance du rôle des récepteurs 
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Notch1-2 dans la prolifération des LT CD8 suite à leur activation. Globalement, ces résultats 

démontrent l’importance de la voie de signalisation Notch dans l’activation des LT CD8. 

Dans un modèle d’infection par Trypanosoma cruzi, il a été constaté qu’en l’absence de 

Notch2 dans les LT CD8 matures, il y avait une diminution de la production de GrzmB. De plus, 

le taux de survie était similaire chez les souris Notch2 déficientes et les souris dont les LT CD8 

ont été déplétés, suggérant que la délétion de Notch2 rend les LT CD8 incapable de combattre 

l’infection. Des expériences de Chip ont permis d’établir que le NICD2 s’associe à p300 et une 

forme phosphorylée de CREB1 pour former un complexe dans le promoteur du gène de la GrzmB 

afin d’induire sa transcription308. Dans un modèle de stimulation in vitro des LT CD8, il a 

également été démontré que le NICD1 pouvait se lier au promoteur de la GrzmB et de la perforine 

et que l’inhibition de la voie par des IGS abrogeait l’expression de ces molécules effectrices313. 

Ainsi, l’expression des récepteurs Notch1 et Notch2 est essentielle au contrôle du pathogène ainsi 

qu’à l’acquisition des fonctions cytolytiques.  

Dans un modèle d’influenza où il y avait délétion des récepteurs Notch1 et Notch2 sous le 

contrôle de la CD4 Cre, soit dans les LT CD8 et CD4, il y avait également une diminution de la 

production de GrzmB, de la perforine et de l’élimination du virus. Les auteurs ont aussi constaté 

une diminution de la génération d’effecteurs à demi-vie courte, soit de LT CD8 SLEC 

(KLRG1+CD127-) alors que la surexpression du NICD, leur a permis de rétablir la génération de 

SLEC314. Par l’utilisation du modèle infectieux Listeria-OVA, notre laboratoire a également 

déterminé que l’absence de Notch1 et Notch2 dans les LT CD8 matures impliquait une diminution 

de la génération de SLEC au pic de la réponse effectrice 315. 

Dans un modèle d’alloimmunité, le transfert de moelle osseuse provenant de souris 

C57BL/6 dans des souris hôtes BALB/c ou BALB/b induit la maladie du greffon contre l’hôte 

(GVH) et implique la mort rapide des souris hôtes à cause de l’incompatibilité des CMH. 

Toutefois, si la voie la voie Notch est inhibée dans les LT CD4 et CD8 donneurs au niveau génique 

ou par l’usage d’anticorps bloquants pour les ligands DLL1-4, il y a une diminution de la sévérité 

de la GVH et de la mortalité. De plus, en l’absence de la voie Notch, les LT CD8 alloréactifs 

purifiés conservent une forte activité cytotoxique ex vivo316–318. Ainsi, l’inhibition de la voie Notch 
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constituerait une avenue thérapeutique intéressante pour les leucémies lors de la greffe de moelle 

osseuse. 

3.4.2.1 Rôle de la voie Notch dans la réponse antitumorale des LT CD8 

La voie Notch joue également un rôle important dans la prévention du développement de 

cancer, à travers son implication dans la réponse antitumorale des LT CD8. En effet, dans un 

modèle tumoral de thymome transfecté pour exprimer le peptide OVA (EG7), l’implantation de 

ces tumeurs dans des souris déficientes soit pour Notch1 ou pour Notch2 dans les LT CD8 matures 

(sous le contrôle d’une Cre E8i) provoque une diminution de la survie en l’absence du récepteur 

Notch2, mais pas du récepteur Notch1. Les mêmes résultats ont été obtenus en transfert adoptif et 

en utilisant un anticorps bloquant pour Notch2 . Dans le modèle LLC-OVA et le modèle MT5, la 

délétion spécifique de DLL1 sur les DC diminue le contrôle tumoral et la survie des souris. De 

plus, il y avait une plus grande génération de cellules Treg dans les tumeurs de souris déficientes 

pour DLL1320. 

Dans un modèle où la surexpression du NICD1 est sous le contrôle d’une Cre dans le 

promoteur du gène de la GrzmB, soit dans les cellules activées, il a été démontré que la présence 

du NICD1 permet un meilleur contrôle tumoral suite à l’implantation de Lewis Lung Carcinoma 

exprimant OVA (LLC-OVA). Les auteurs suggèrent que le meilleur contrôle tumoral serait dû à 

de meilleures fonctions effectrices, c’est-à-dire une plus forte production d’ IFNg  par les souris 

transgéniques321.  

3.4.2.2. Rôle de la voie Notch dans la leucémie lymphoblastique aigüe 

Malgré l’importance que la voie Notch peut avoir dans les traitements par thérapie adoptive 

antitumorale, une activité aberrante de la voie de signalisation peut également mener au 

développement de cancer. En effet, une étude effectuée sur des lignées cellulaires ainsi que chez 

des patients pédiatriques a permis d’établir que plus de 50% des leucémies lymphoblastiques 

aigües (T-ALL) présentaient une mutation du gène de Notch1322. L’activation constitutive de la 

voie a initialement été démontrée dans les leucémies présentant une translocation 

t(7;9)(q34;q34.3), ce qui induisait l’expression du récepteur NOTCH1 tronqué, ce qui permettait 

soit l’activation de la voie sans le clivage protéolytique par la γ-sécrétase, ou encore une sensibilité 
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accrue à cette enzyme menant son clivage constitutif323,324. Une autre étude de criblage des lignées 

T-ALL lors d’un traitement d’IGS, a mis en évidence deux mutations dans le récepteur Notch1, 

soit les domaines HD et PEST322. Ces mutations peuvent rendre le récepteur Notch1 plus 

susceptible au clivage indépendamment de la présence du ligand ou le NICD1 moins susceptible 

à la dégradation protéolytique suite à sa translocation au noyau, ce qui augmente sa demi-vie et 

prolonge la durée du signal suite à l’activation322,325–327.  Une activité aberrante de la voie Notch 

est délétère due entre autres à son rôle dans la régulation de protéines impliquées dans la 

prolifération cellulaire, dans le cycle de division cellulaire, dans la voie NFκB et la modulation 

épigénétique de l’expression génique 322,328–331. 

3.5 Signature génique associée à la voie de la signalisation Notch 

Tel que précédemment mentionné, la voie de signalisation Notch est connue pour réguler 

l’expression de facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des LT CD4 auxiliaires, 

tels que GATA3, RORC et T-bet307. Elle régule également l’expression de plusieurs molécules 

effectrices chez les LT CD8, comme la GrzmB et la perforine308,313. Toutefois, les mécanismes 

moléculaires en aval de la voie Notch régulant la différenciation des LT CD8 en SLEC ou en 

MPEC sont encore incompris. 

Afin d’élucider ces mécanismes, une expérience de séquençage de l’ARN des cellules 

effectrices CD44hi a été effectuée au pic de la réponse soit à J10 post-infection par influenza, dans 

un modèle où l’expression de Notch1 et Notch2 est déficiente dans les LT CD4 et CD8. Ainsi, 

l’équipe de Baker et al. constate un enrichissement d’une signature SLEC dans les cellules 

sauvages par rapport aux mutantes. Leurs résultats les mènent à la conclusion que la voie Notch 

régule le programme transcriptionnel SLEC, entre autres par la régulation de l’expression de T-

bet et de CD25. Or, à J10, l’engagement dans le choix de différenciation de SLEC ou MPEC est 

déjà effectué. Ainsi, l’étude du transcriptome à un stade aussi tardif ne fait que montrer le profil 

d’expression de gènes de cellules déjà différenciées en effecteurs et l’expression différentielle de 

T-bet en l’absence de Notch reflète plutôt le biais de différenciation en SLEC plutôt qu’un rôle 

régulateur314.  
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Tel que précédemment mentionné, notre laboratoire a également déterminé que l’absence 

de Notch1 et Notch2 dans les LT CD8 matures impliquait une diminution de la génération de 

SLEC au pic de la réponse effectrice suite à une infection par Listeria-OVA. De plus, l’absence 

des récepteurs n’impliquait pas un changement au niveau des facteurs de transcription clés 

responsable de la différenciation SLEC-MPEC tels que T-bet et Blimp1. Toutefois, il y avait une 

différence dans l’expression de CD25315.  

Entre 12 et 24h suivant l’activation des LT CD8 in vitro, il y a un pic de l’expression des 

récepteurs Notch 1-2 qui est maintenu jusqu’à 96h308–310. De plus, par l’usage d’anticorps 

bloquants pour les ligands de la voie Notch, DLL1 et DLL4, les membres de notre laboratoire ont 

établi que le signal Notch était requis tôt dans la réponse à l’infection pour permettre la génération 

des SLEC (résultats non publiés). Afin de déterminer les mécanismes moléculaires répondant en 

aval de la voie Notch, les membres du laboratoire ont séquencé l’ARN de LT CD8 OT-I transférés 

dans des souris congéniques à J3 post-infection par Listeria-OVA. Ces LT CD8 étaient sauvages 

ou déficients pour les récepteurs Notch1 et Notch2, ce qui a permis l’identification de 217 gènes 

différentiellement exprimés en l’absence du signal Notch. Nous avons sélectionné plusieurs 

signatures issues de la littérature qui sont représentatives du rôle de la voie Notch dans plusieurs 

contextes immunologiques. Celles-ci ont été comparées avec notre signature afin de pouvoir 

prioriser les gènes cibles de la voie Notch dans les LT CD8 activés que nous souhaitions étudier. 

D’abord, l’utilisation des données de séquençage de co-immunoprécipitation de la 

chromatine (Chip-seq) issues de trois études nous a permis d’établir un premier critère de 

priorisation pour notre signature, en fonction des gènes connus comme étant des cibles 

transcriptionnelles directes de Notch1 dans le contexte des leucémies de type T-ALL. En effet, tel 

que précédemment mentionné, le signal Notch joue un rôle important dans le développement de 

ces leucémies. Plusieurs études ont cherché à élucider les mécanismes de la régulation 

transcriptomique par Notch1 en effectuant des études de Chip-seq sur différentes lignées 

cellulaires de type T-ALL, permettant l’identification des régions de la chromatine où RBPJκ peut 

se lier en collaboration avec le NICD1 pour réguler l’expression de gènes cibles de la voie. Ainsi 

la première étude du laboratoire de Jon C. Aster, effectuée sur des lignées T-ALL humaines et 

murines, a mis en évidence que les régions de la chromatine contenant des sites de liaison pour 

RBPJκ et NICD1 se retrouvaient en partie dans la région promotrice des gènes, soit à moins de 2 
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kilobases d’un site d’initiation de la transcription. Toutefois, l’expression de la plupart de ces gènes 

n’a pas été influencée par l’inhibition de la voie Notch via l’utilisation d’IGS. De plus, beaucoup 

de gènes cibles connus de la voie Notch ne présentaient pas de sites de liaison dans une région 

promotrice, suggérant une régulation de l’expression par la liaison de régions amplificatrices, 

situées à plus de 2 kilobases d’un site d’initiation de la transcription332. Dans la seconde étude, 

l’équipe de Jon C. Aster a utilisé une approche où les lignées T-ALL étaient traitées avec l’IGS, 

ce qui déplète les cellules du NICD1 et implique une accumulation à la membrane du récepteur 

Notch1 ayant seulement été clivé par la métalloprotéase ADAM. Suite au lavage de l’IGS, Notch1 

peut être clivé par la g-sécrétase, ce qui permet d’activer la voie Notch à un temps précis. Les 

auteurs ont donc effectué leur étude de séquençage 72h post-traitement par IGS et 4h post-lavage 

de l’IGS afin d’étudier les sites dynamiques de liaison à la chromatine par RBPJκ et NICD1. Ils 

ont établi que ces sites de liaison dynamiques étaient essentiellement situés dans des régions 

distales amplificatrices dites superenhancer, validant les hypothèses de la première étude333. Dans 

la troisième étude, l’équipe de Susan Chan a mis en évidence le rôle du facteur de transcription 

IKAROS comme répresseur transcriptionnel des gènes de la voie Notch dans différentes lignées 

T-ALL et dans les thymocytes au stade DN4 et DP du développement thymique. Leurs analyses 

de Chip-seq leur ont également permis de confirmer la présence fréquente de sites de liaison de 

RPBJκ dans des régions situées loin d’un site d’initiation de la transcription, soit dans une région 

amplificatrice334.  

Ensuite, notre second critère de priorisation est basé sur les gènes différentiellement 

exprimés en l’absence du signal Notch dans les LT CD4 dans le contexte de la GVH. Le laboratoire 

d’Ivan Maillard, un de nos collaborateurs à l’Université de Pennsylvanie, s’est intéressé aux 

impacts moléculaires de la voie Notch dans les LT CD4 alloréactifs suite à leur activation. Ainsi, 

ils ont utilisé le modèle murin 4C, où les LT CD4 expriment un TCR transgénique spécifique pour 

un antigène du CMH de classe II I-Ad, et rétrocroisé avec des souris Rag1 -/-, afin de garantir 

l’absence de Treg et d’étudier spécifiquement les LT CD4 conventionnels. La moelle osseuse de 

ces souris 4C a été transférée comme contrôle, dans des souris irradiées B6. SJL, qui sont 

syngénique ou dans des souris irradiées Balb/c qui sont allogéniques. Les souris alloréactives ont 

été traitées avec un contrôle isotypique ou avec des anticorps bloquant pour DLL1-4 le jour de la 

transplantation afin d’inhiber la voie Notch lors de l’activation des LT CD4 alloréactif. À 42h post-
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transplantation, les cellules 4C ont été isolées afin de séquencer leur transcriptome et d’identifier 

294 gènes différentiellement exprimés dans les LT alloréactifs en l’absence du signal Notch335. 

Pour finir, notre troisième critère se base sur une étude de séquençage des régions ouvertes 

de la chromatine contenant des sites de liaison pour RBPJκ suite à l’activation des LT CD8. 

L’équipe de Pipkin cherchait à identifier des facteurs de transcription capable de moduler 

l’accessibilité de la chromatine pour diriger la différenciation des LT CD8 activés en SLEC ou en 

MPEC. Pour ce faire, ils ont stimulé des LT CD8 in vitro à l’aide d’anticorps contre CD3 et CD28 

pendant 0h, 2h, 6h, 12h ou 24h et ont isolé les noyaux de ces cellules afin d’effectuer l’ATAC-

seq. Ils ont ainsi identifié les régions différentiellement ouvertes de la chromatine suite au signal 

TCR et ont constaté un enrichissement pour la présence de motifs de liaison de type RUNX. En 

utilisant différentes approches de délétion géniques des facteurs de transcription de la famille Runx 

dans le modèle d’infection par LCMV Arm, les auteurs constatent que la protéine Runx3 peut 

restreindre la génération des SLEC et est nécessaire à la différenciation en MPEC ainsi qu’à la 

formation de cellules mémoires bona fide. Notre laboratoire a effectué des études bio-

informatiques sur leurs données d’ATAC-seq afin d’identifier les régions différentiellement 

accessibles contenant des motifs de liaison pour RBPJκ 336. 
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Figure 10. –  Résumé des trois critères de priorisation 
 

Chaque critère de priorisation représente une signature issue de la littérature qui est représentative 
du rôle de la voie Notch dans un contexte immunologique donné. La modulation de la voie Notch 
permet d’identifier les gènes qui sont différentiellement impliqués lorsque le signal Notch est 
présent ou non. 
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Le choix de différenciation des LT CD8 joue un rôle crucial dans l’établissement d’une 

réponse immunitaire efficace et dans la génération de LT mémoire. La voie de signalisation Notch, 

qui est extrêmement conservée dans l’évolution, dirige de nombreux choix de différenciation 

binaire, dont le choix de différenciation des LT CD8 périphériques. Le signal Notch peut être 

abrogé dans les LT CD8 activés par la délétion génétique des récepteurs Notch1 et Notch2. Nous 

avons exploité cette stratégie pour étudier le rôle de la voie Notch dans la différenciation des LT 

CD8 dans le contexte d’une infection aigüe par Listeria-OVA. Notre laboratoire a ainsi déterminé 

que l’absence du signal fournie par les récepteurs Notch1 et Notch2 dans les LT CD8 matures 

limitait leur différenciation en SLEC315.  

Considérant que les cibles transcriptionnelles de Notch pouvant diriger le choix de 

différenciation des LT CD8 effecteurs n’ont toujours pas été identifiées, les membres de mon 

laboratoire ont séquencé l’ARN de LT CD8 déficients ou non pour Notch1 et Notch2 à J3 post-

infection par Listeria-OVA et ont ainsi identifié 217 gènes différentiellement exprimés. En 

effectuant la comparaison de ce transcriptome avec une signature de résidence mémoire, il a été 

constaté que l’absence de Notch démontrait un enrichissement pour la signature de résidence. Le 

laboratoire a également déterminé que l’absence du signal Notch favorisait la génération de Trm 

dans le foie dans différents modèles expérimentaux (résultats non publiés). Il est connu que les 

Trm ont tendance à s’accumuler dans les tumeurs épithéliales et que leur accumulation est associée 

à un meilleur pronostic157–159,337,338. Ces cellules auraient un meilleur potentiel cytotoxique par 

rapport aux autres types de TIL. Il a également été constaté que les Trm issus de TIL de patients 

atteints de NSCLC montraient un enrichissement des gènes associés à la voie Notch149. 

Ainsi, nous avons émis l’hypothèse que les gènes différentiellement exprimés chez les LT 

effecteurs en l'absence du signal Notch jouent un rôle dans la différenciation MPEC/SLEC et que 

l'absence de ce signal permet un meilleur contrôle tumoral par les LT CD8, via leur capacité à se 

différencier en Trm. 

Les objectifs de mon projet de maîtrise consistaient à: 

1. Identifier les gènes cibles de la voie de signalisation Notch contrôlant la différenciation 

MPEC/SLEC à la suite d’une infection aiguë par Lm-OVA  

2. Évaluer si une thérapie adoptive de lymphocyte T CD8 déficients pour l’expression des 

récepteurs Notch1 et Notch2 permet un meilleur contrôle tumoral.
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1. Souris 

Toutes les expériences ont été approuvées par le comité de protection des animaux du Centre 

de recherche de l’Hôpital Maisonneuve-Rosemont. Les souris B6.SJL ont été élevées à 

l’animalerie du Centre de recherche de l’Hôpital Maisonneuve- Rosemont. Les souris Notch1fl/fl 

(B6.129 3 1-Notch1tm2Rko/GridJ), Notch2fl/fl (B6.129SNotch2tm3Grid/J) et E8I-Cre (C57BL/6-Tg 

(Cd8a-cre)1Itan/J) ont été achetées chez « The Jackson Laboratory » et rétrocroisées sur fond 

C57BL/6. Les souris Notch1, Notch2 et E8I-Cre ont été croisées entre elles pour obtenir des souris 

E8I-Cre+/- Notch1fl/fl Notch2fl/fl (souris déficientes pour les récepteurs Notch1 et Notch2 

uniquement dans les LT CD8 matures) ou des souris Notch1fl/fl Notch2fl/fl (souris exprimant ces 

deux récepteurs à la surface des LT CD8 matures). Les souris E8I-Cre+/- Notch1fl/fl Notch2fl/fl ont 

été croisées avec des souris OT-1 déficientes pour Rag-1 afin de générer des souris OT-1 

déficientes pour Rag-1 et sauvages (EON1N2 fl/fl) ou déficientes (EON1N2 ∆/∆) pour Notch1 et 

Notch2.  

2. Infection Listeria-OVA 

La souche bactérienne Listeria monocytogenes exprimant l’antigène OVA (Listeria-OVA) 

nous a généreusement été fournie par le laboratoire de Stephen Schoenberger (La Jolla Insitute, 

San Diego, California). Les bactéries ont d’abord été inoculées dans un bouillon composé de 3 mL 

d’une infusion cœur-cervelle liquide (BHI; BD) supplémenté en streptomycine (50 mg/mL; Bio 

Basic) à une concentration finale de 200 µg/mL et incubé pendant la nuit à 37oC, 5% CO2. Le jour 

de l’infection, 50 µl du bouillon à saturation a été prélevé et resuspendu dans 3 mL de milieu frais 

de BHI et streptomycine à incuber pendant 2h à 37oC, 5% CO2. Après 2h d’incubation, la densité 

optique à 600nm (DO600nm) a été mesurée afin de prélever l’équivalent de 107 unités formant des 

colonies (UFC) diluées dans le PBS 1X stérile. Les bactéries ont ensuite été diluées en série dans 

le PBS 1X stérile afin d’obtenir une concentration finale de 104 UFC/mL. Ainsi, les souris B6.SJL 

mâles ont été infectées avec une dose sous-létale de 2x103 UFC dans un volume de 200 µL (i.v.) 

à l’aide d’une seringue 27G (13 mm x 0,4 mm). Afin de valider la quantité de bactéries utilisée 

lors de l’infection, la solution injectée a été diluée en série afin d’arriver à une concentration finale 

de 103 UFC/mL. Un volume de 100 µL de cette solution a été utilisé afin d’ensemencer des pétris 
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de BHI Agar (BD) supplémentés en streptomycine (Cf=200 µg/mL) en triplicata et incuber à 37oC, 

5% CO2. Les colonies formées ont été comptées 24h plus tard. 

3. Stimulation in vitro avec le peptide OVA257-264 

Le matin, les ganglions lymphatiques inguinaux, brachiaux, axillaires, cervicaux et 

mésentériques de souris EON1N2 fl/fl ou EON1N2 ∆/∆ (CD45.2+) ainsi que la rate d’une souris 

B6.SJL (CD45.1+) ont été récoltés dans 3 mL de RPMIc (Tab. 1). Les LT CD8 ont été isolés en 

dissociant mécaniquement les organes entre deux lames givrées. La suspension cellulaire de 

splénocytes a également subi une lyse des globules rouges dans le NH4Cl (Bio Basic ; 0,83%) 

pendant 5 minutes à température ambiante qui a été interrompue avec du RPMIc. Les suspensions 

cellulaires de ganglions lymphatiques et de splénocytes ont été resuspendues ensemble 

respectivement dans un ratio de 40% d’EON1N2 (CD45.2+) pour 60% de B6.SJL (CD45.1+) à 

une concentration finale de 5x106 cellules/mL, puis mises en culture dans une plaque 6 puits à fond 

adhérent (Fisher), dans un volume de 4 mL par puit, en présence du peptide OVA257-264 

(SIINFEKL, 10 mg/mL: New England Peptide) à une concentration finale de 0,1 µg/mL à 37oC, 

5% CO2. 

4. Transfection pour la préparation de surnageant rétrovirale 

La lignée cellulaire HEK 293T nous a généreusement été fournie par le laboratoire d’Heather 

Melichar (CRHMR, Montréal, Québec). Une semaine avant la transfection, les cellules 293T ont 

été mises en culture pour expansion dans le milieu pour HEK 293T (Tab. 1). Une semaine plus 

tard, 8x106 à 12x106 cellules HEK 293T ont été mises dans des pétris adhérents de 150 mm avec 

le milieu pour HEK 293T sans antibiotique. Lorsque les cellules ont atteint une confluence de 70% 

à 80%, le milieu a été remplacé et les cellules ont été transfectées à l’aide de 2% de Lipofectamine 

2000 (Invitrogen ; 1 mg/mL), de 36 µg du plasmide auxiliaire pCL-ECO, et de 72 µg du plasmide 

cible, soit pMig (vecteur vide) ou pMig-CD25, en solution dans le milieu de culture à réduction 

de sérum (Opti-MEM ; GIBCO). Le plasmide auxiliaire pCL-ECO contient les séquences des 

gènes viraux Gag, Pol et Env, mais est dépourvu de la séquence d’encapsidation (ψ), tandis que 

les plasmides cibles comprennent la séquence ψ, le gène d’intérêt et le gène rapporteur de la 

protéine fluorescente verte (GFP), entre autres. Le milieu des cellules a été changé le lendemain 
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matin et le surnageant a été récolté 48h et 72h après la transfection. Le surnageant a été centrifugé 

afin d’enlever les débris puis congelé à -80oC jusqu’à son utilisation pour une transduction. 

5. Transduction rétrovirale 

Pour la transduction rétrovirale, des cellules EON1N2 fl/fl ou ∆/∆ ont été stimulée in vitro avec 

le peptide OVA257-264 tel que décrit ci-dessus. 24h après l’ajout du peptide, les cellules stimulées 

ont été resuspendues à 2x106 cellules/mL en présence de Polybrene (8 µg/mL) et de surnageant 

(1:2) pMig ou pMig-CD25. Les cellules stimulées ont ensuite été centrifugées à 37oC pendant 1h 

à 2500 rpm, puis incubées pendant 1h supplémentaire à 37oC, 5% CO2. Suite à la transduction 

rétrovirale, une portion des cellules a été conservée en plaque 24 puits de culture en suspension 

(Starstedt) dans 2 mL de RPMIc et incubée à 37oC, 5% CO2 pendant 48h, afin de vérifier le niveau 

d’activation et de transduction. Afin de les transférer adoptivement, les cellules ont été lavées trois 

fois au PBS 1X et resuspendues à 1.2x106 cellules/mL, de sorte à injecter 0.3x106 cellules dans 

250 µL (i.v.) le lendemain de l’infection par Listeria-OVA. Les rates ont par la suite été prélevées 

à différents moments et préparées tel que précédemment décrit afin de vérifier le pourcentage de 

cellules CD8+CD45.2+, la proportion de cellules GFP+ et GFP- et l’expression de marqueurs 

d’activation au FACS. 

6. Implantation tumorale  

La lignée cellulaire de mélanome B16 exprimant OVA (B16-OVA) nous a généreusement été 

fourni par le laboratoire d’Alain Lamarre (INRS-Institut Armand-Frappier, Laval, Québec). 106 

cellules B16-OVA ont été décongelées en fin d’après-midi, dans le milieu pour B16-OVA (Tab. 

1) en présence de milieu de sélection Gentamicine (G418 ; 5 mg/mL; Corning) à une concentration 

finale de 0.5 mg/mL, dans un flasque T175 (Thermofisher), puis incubées à 37oC et 5% de CO2. 

Afin d’expandre les cellules, celles-ci ont ensuite été passées en série à quatre reprises, à une 

fréquence qui alterne entre 48h et 72h. La concentration cellulaire a été vérifiée à chaque passage 

en comptant les cellules à l’hémacymètre afin de s’assurer de ne pas passer plus de 3x106 cellules 

par flasque T175 et de garantir que les cellules ne seraient pas confluentes d’ici au prochain 

passage. Le matin de l’implantation tumorale, les cellules ont été lavées à trois reprises dans le 

PBS 1X stérile (Sigma Life Science) et resuspendues à une concentration de 5x106 cellules/mL 

afin d’injecter 0,5x106 cellules B16-OVA de manière sous-cutanée au niveau du flanc droit de 
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souris B6.SJL femelles à l’aide d’une seringue avec une aiguille 25G (25mm x 0.5mm). À J7 post-

implantation, lorsque les tumeurs étaient palpables, l’aire des tumeurs a été mesurée à l’aide d’un 

pied à coulisse et les souris ont été redistribuées afin de former trois groupes en fonction de l’aire 

tumorale, soit traitées fl/fl, traitées ∆/∆ ou non traitées (NT). 

6.1 Production de LT effecteurs 

À J4 post-implantation, une stimulation des LT CD8 a été démarrée tel que décrit ci-dessus. 

Par la suite, le milieu a été remplacé par du RPMIc frais toutes les 24h. Au bout de 48h de culture, 

les cellules ont été resuspendues à une concentration de 106 cellules/mL, supplémentées en rhIl-2 

(Novartis ; 100 unités/mL) et transférées dans les flasques T75 (Corning). Après 72h de culture, 

soit à J7 post-implantation tumorale, des cellules stimulées de chaque génotype ont été prélevées 

pour vérifier le pourcentage de cellules CD8+CD45.2+ et l’expression de marqueurs d’activation 

au FACS.  

6.2 Thérapie adoptive 

Les cellules ont été lavées trois fois dans le PBS 1X stérile et resuspendues à une 

concentration de 5x106 cellules/mL en fonction du pourcentage de cellules CD8+CD45.2+. Les 

souris ont été injectées par voie intraveineuse (i.v.) avec 106 cellules stimulées dans un volume de 

200 µL. Par la suite, l’aire tumorale (mm2) a été mesurée aux 48h et les souris étaient euthanasiées 

en cas d’ulcération tumorale ou si l’aire tumorale excédait les 200 mm2. 

6.3 Test de localisation 

Les cellules EON1N2 fl/fl ou ∆/∆ ont été stimulées in vitro pendant 72h tel que précédemment 

indiqué dans la section de préparation des LT effecteurs. Après 72h de stimulation, les cellules ont 

été resuspendues dans le PBS 1X à 107 cellules/mL. Les cellules fl/fl ont été marquées au 5,6-

carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE ; Molecular Probes) à 5 µM et incubées 10 minutes 

à 37oC à l’abri de la lumière. Le marquage a été bloqué avec du sérum NU, puis lavé deux fois au 

RPMIc et deux fois au PBS 1X. Les cellules ∆/∆ ont été marquées au Cell trace violet (CTV ; 

Invitrogen) à 1 mM et incubées 20 minutes à 37oC à l’abri de la lumière. Le marquage a été bloqué 

au RPMIc pendant 5 minutes, puis lavé deux fois au PBS 1X. Après les lavages, les deux 

suspensions ont été resuspendues à une concentration de 50x106 cellules/mL puis mélangées à un 
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ratio 1:1. Les souris ont ainsi été transférées adoptivement à J11 post-implantation tumorale avec 

25x106 de cellules dans un volume de 500 µL (i.v.). Une heure après le transfert adoptif, les souris 

ont été euthanasiées par dislocation cervicale et le foie, la rate, la tumeur ainsi que les ganglions 

lymphatiques brachiaux et inguinaux drainants la tumeur et non drainants ont été prélevés. 

7. Isolation des cellules immunitaires pour marquage 

Les tumeurs ont été prélevées dans 3 mL de RPMIc sans 2-mercaptoéthanol, broyées 

mécaniquement entre deux lames givrées, digérées dans une solution enzymatique de DNase 

(Sigma Aldrich ; 100 µg/mL) et de Collagénase D (Sigma Aldrich ; 1 mg/mL) pendant 15 minutes 

à 37°C, puis filtrées à l’aide d’un filtre 100 µm. La suspension a ensuite subi une lyse des globules 

rouges dans le NH4Cl (0,83%) tel que précédemment décrit. 

Les foies ont été prélevés dans une solution enzymatique de RPMIc avec de la Collagénase D 

(1 mg/mL), puis découpés à l’aide de ciseaux, écrasés à l’aide d’un piston et digérés à 37°C 

pendant 10 minutes avant d’être filtrés à l’aide d’un filtre 100 µm. Ils ont ensuite subi une lyse des 

globules rouges au NH4Cl. Les hépatocytes ont été séparés de la suspension cellulaire par un 

gradient de Percoll (Fisher ; 40% : 80%) et les lymphocytes ont ainsi été isolés en prélevant 

l’anneau situé entre les deux phases de Percoll. Le sang a été prélevé dans le PBS-EDTA (Corning) 

et les lymphocytes ont été isolés à l’aide d’un milieu de séparation des lymphocytes (Ficoll : 

Corning). La rate et les ganglions lymphatiques ont été prélevés dans 3 mL de RPMIc et préparés 

tel qu’indiqué dans la partie stimulation in vitro. 

7.1 Marquage 

Les marquages ont été effectués dans des plaques 96 puits à fond ronds (Fisher) avec 3x106 

cellules marquées par puits, sauf dans le cas des TIL, avec 106 cellules par puits. Les marquages 

de viabilité avec la teinture de viabilité zombie NIR ou Aqua (Biolegend) ainsi que le Fc block 

(Anti mCD16/32 récepteur Fc; Leinco Technologies) ont été effectués dans le PBS 1X à 

température ambiante pendant 15 minutes dans l’obscurité. Les marquages extracellulaires ont été 

effectués dans du tampon de marquage (DMEM sans rouge de phénol en poudre ; sérum de cheval 

3% ; HEPES 30mM ; azide de sodium 1%) pendant 20 minutes à 4°C dans l’obscurité. Les 

marquages intracellulaires de cytokines sur les TIL ont été effectués en restimulant 106 



 

  73 

cellules/puits en présence de phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA; Sigma Aldrich; 50 ng/mL), 

d’ionomycine (Sigma Aldrich ; 500 ng/mL) et de bréfeldine A (BFA ; Alfa Aesar ; 20 µg/mL), 

tandis que les puits de contrôle négatif non stimulés ne contenaient que la BFA. Après 5h de 

restimulation à 37oC et 5% de CO2, les cellules ont été lavées au PBS 1X et fixées avec du 

paraformaldéhyde 2% (H2O distillé; 7% de PBS 10X; 5.4% de formaldéhyde 37.5% : Sigma 

Aldrich) pendant 20 minutes, puis lavées et conservées dans le tampon de marquage à 4 oC. Le 

lendemain, les cellules ont été perméabilisées pendant 10 minutes à l’aide d’un tampon de 

perméabilisation, composé de saponine (Sigma Life Science) diluée dans le tampon de marquage 

à une concentration finale de 5 mg/mL. Les marquages de cytokines, soit l’IL-2, l’IFNγ, le TNFα 

et la GrzmB (Tab. 2), ont été effectués dans le tampon de perméabilisation et incubés pendant 30 

minutes à température pièce. Les cellules ont ensuite été lavées deux fois avec le tampon de 

perméabilisation et une fois avec du tampon de marquage afin d’effectuer les marquages 

extracellulaires tel que précédemment décrit. Les anticorps utilisés sont détaillés dans le tableau 1 

d’anticorps. L’acquisition a été effectuée avec le FACS LSR II ou le Fortessa (BD Biosciences) et 

les résultats analysés avec le logiciel FlowJo (Treestar, San Carlos, CA). 

8. Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide du logiciel Prism (GraphPad Software). Pour 

comparer deux groupes, un test de Mann-Whitney a été effectué quand l’effectif était faible 

(inférieur à sept échantillons). Quand l’effectif était plus important (supérieur à sept échantillons), 

un test t de Student bilatéral non apparié avec correction de Welch a été utilisé. Pour la 

comparaison de plusieurs groupes, une analyse de la variance à un facteur (one way ANOVA) a été 

effectuée.  Pour la comparaison des courbes de survie, un test de log-rank Mantel-Cox a été utilisé. 

Les données sont représentées en montrant les échantillons individuels ainsi que la moyenne avec 

des valeurs *p < 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001, **** < 0.0001 considérés comme statistiquement 

significatives tandis qu’un p >0.05 est considéré comme non significatif. 
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Tableau 1. –  Composition des milieux utilisés en culture cellulaire 

Millieu de culture Ingrédients

RPMIc RPMI 1640 (Corning; Cat: 10-040-CV)

10% de Sérum NU (Corning; Cat: 355104)

1% de tampon HEPES(1M; Corning; Cat: 25-060-Cl)

1% de L-glutamine (Corning; Cat: 25-005-Cl)

1% de Peniciline-Streptomycine (100X; Corning; Cat: 30-002-CI)

1% de MEM acides aminés non essentiels (100X; Corning; Cat : 25-025-CI)

1% de Sodium Pyruvate (100mM; Corning; Cat : 25-000-Cl)

0.1 % de 2-mercaptoethanol (55mM; ThermoFisher; Cat : 21985023)

Milieu pour B16-OVA DMEM (Corning; Cat: 10-017-CV)

10% de Sérum NU

1% de Sodium Pyruvate

1% de Peniciline-Streptomycine

Milieu pour HEK 293T DMEM 

10% de Sérum NU

1% de L-glutamine

1% de Sodium Pyruvate

1% de Peniciline Streptomycine
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Tableau 2. –  Anticorps utilisés lors de la cytométrie en flux 
 

Anticorps Conjugué Isotype Compagnie #Catalogue Clone Concentration (µg/µL)

CD8a BV510 Rat IgG2a, κ Biolegend 100752 53-6,7 0.2

CD8a FITC Rat IgG2a Biolegend 100706 53-6.7 0.5

CD8a PerCPCy5.5 Rat IgG2a, k Biolegend 100733 53-6.7 0.5

CD8a PECy7 Rat IgG2a, κ Biolegend 100722 53-6.7 0.2

CD25 APC Rat IgG1 Biolegend 102012 PC61 0.2

CD25 BV711 Rat IgG1, λ Biolegend 102049 PC61 0.2

CD38 APCCy7 Rat IgG2a, k Biolegend 102727 90 0.2

CD39 PEDAzzle594 Rat IgG2a, k Biolegend 143811 Duha59 0.2

CD44 APCCy7 Rat IgG2b Biolegend 103028 IM7 0.2

CD44 BV650 Rat IgG2b, k Biolegend 103049 IM7 0.2

CD45.1 BV650 Souris IgG2a, k Biolegend 110736 A20 0.2

CD45.1 Pacific blue Souris IgG2a Biolegend 110722 A20 0.5

CD45.2 AF700 Souris IgG2ak Biolegend 109822 104 0.5

CD45.2 FITC Souris IgG2a Biolegend 109806 104 0.5

CD45.2 Pacific blue Souris IgG2a, kappa Biolegend 109820 104 0.5

CD49a PE Hamster Arménien IgG Biolegend 142604 HMα1

CD62L BV786 Rat IgG2a Biolegend 104440 MEL-14 0.2

CD69 APC Hamster Arménien IgG Biolegend 118219 H1.2F3 0.5

CD69 BV605 Hamster Arménien IgG Biolegend 104530 H1.2F3 0.2

CD101 PECy7 Rat / IgG2a, κ thermo fisher 25-1011-80 Moushi101 0.2

CD127 Biotine Rat IgG2a INVITROGEN 13-1271-85 A7R34 0.5

GranzymeB Pacific blue Souris IgG1k Biolegend 515408 GB11 0.1

IFNg FITC Rat IgG1 Life Technologies RM9001 XMG1.2 0.1

IL-2 PE Rat IgG2b Biolegend 503808 JES6-5H4 0.2

Lag3 PerCP EF710 Rat IgG1 eBioscience 46-2231-80 C9B7W 0.2

PD-1 BV786 Rat IgG2a, κ Biolegend 135225 29F1A12 0.2

Streptavidine PE Biolegend 405204

SlamF6 PE Souris IgG2a, κ Biolegend 134606 330-AJ 0.2

Tim3 BV605 Rat IgG2a, κ BD OptiBuild 747624 5D12/TIM-3 0.2

TNFa APC Rat IgG1 k eBioscience 17-7321-82 MP6-XT22 0.2
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1.1 Identification de cibles transcriptionnelles en aval de la voie 
Notch 

 
Les ligands de la voie de signalisation sont induits à la surface de différents types 

cellulaires, notamment à la surface des CPA lorsque celles-ci reçoivent des signaux de 

dangers312,339. De plus, la faible expression des récepteurs Notch1 et Notch2 à la surface des LT 

CD8 est rapidement et fortement augmentée suite à une stimulation antigénique des LT CD8, 

contrairement à l’expression de Notch3 et Notch4, qui ne sont pas exprimés suite à la stimulation 

antigénique 308,313,331,339. Le signal Notch peut donc être abrogé dans les LT CD8 activés par la 

délétion génétique de ces deux récepteurs. Ainsi, nous avons utilisé des souris dont l’exon 1 du 

gène Notch1 et l’exon 3 du gène Notch2 ont été flanqués de sites loxP340,341. Ces souris ont été 

croisées avec des souris exprimant une recombinase Cre, sous le contrôle de la portion E8I du 

promoteur du gène de CD8, qui est active seulement après la sortie des LT CD8 du thymus. Ainsi 

la recombinase Cre induit la délétion des récepteurs Notch1 et Notch2 seulement dans les LT CD8 

naïfs matures, signifiant que ces cellules ne reçoivent pas le signal Notch lors de la stimulation 

antigénique308. Ces souris ont également été croisées avec des souris dont les LT CD8 expriment 

seulement un TCR transgénique restreint au CMH de classe I H-2Kb et spécifique au peptide 

OVA257-264 (SIINFEKL). Cela nous a permis d’obtenir des souris produisant des LT CD8 

spécifiques au peptide OVA257-264 (OT-I) qui étaient soit sauvages (fl/fl) ou déficients (∆/∆) pour 

les récepteurs Notch1 et Notch2. 

 

 Afin de déterminer les mécanismes moléculaires répondant en aval de la voie Notch, les 

membres du laboratoire ont séquencé l’ARN de LT CD8 OT-I fl/fl ou ∆/∆ transféré dans des souris 

congéniques à J3 post-infection par Listeria-OVA, ce qui a permis l’identification de 217 

(log2FoldChange>2 ; p<0.01) gènes différentiellement exprimés en l’absence du signal Notch. 

(Fig. 11A-B) Afin d’identifier les gènes pouvant jouer un rôle dans la différenciation SLEC-

MPEC, nous avons adopté une stratégie de priorisation qui consiste en la comparaison de notre 

signature génique à J3 à plusieurs autres signatures issues de la littérature. Ces signatures 

contribuent toutes à mettre en valeur le rôle de la voie Notch dans différents contextes biologiques, 

permettant possiblement l’identification de gènes importants en aval de la voie.   
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Nous avons établi trois critères, le premier critère correspondant à trois signatures de 

séquençage d’immunoprécipitation de la chromatine (Chip-seq) contenant des séquences de 

liaison du NICD dans des cellules leucémiques de type T-ALL332–334. Le deuxième critère 

correspond à une signature transcriptomique (ARN-seq) des LT CD4 déficients pour le signal 

Notch dans un modèle murin de maladie de greffon contre l’hôte335.Le troisième critère correspond 

aux régions ouvertes de la chromatine suite à l’activation des LT CD8 contenant des sites de liaison 

pour RBPJκ 336. La comparaison des 217 gènes de notre signature avec ces différents critères nous 

a permis d’identifier 15 gènes communs avec le critère 1, 28 gènes communs avec le critère 2, et 

20 gènes communs avec le critère 3 (Fig. 11C, Tab. 3).  

  



 

  79 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 11. –  Priorisation des gènes de la signature génique en l’absence du signal Notch sur les 
LT CD8 tôt lors de la réponse à une infection aiguë 

 
Des souris B6.SJL ont été transférées adoptivement avec 106 de LT OT-I sauvages (fl/fl) ou 
déficients (D/D) pour les récepteurs Notch1 et Notch2, puis infectées par Listeria-OVA (i.v.). Les 
LT OT-I CD8+CD44hi ont été trié à J3 post-infection et l’ARN isolé pour le séquençage. (A) 
Histogramme de densité de l’expression des gènes des LT CD8 fl/fl (gauche) ou ∆/∆ (droite) 
(log2FoldChange>2, p<0.01) (B) Diagramme volcanique (volcano plot) des gènes 
différentiellement exprimés en l’absence du signal Notch. (C) Diagramme de Venn indiquant la 
correspondance des différents critères de priorisation : 1) gènes régulés par le NICD dans les 
leucémies T-ALL; 2) gènes de la signature Notch dans les LT CD4; et 3) des gènes dont la 
chromatine est ouverte et contenant des sites de liaison pour RBPJκ suite à l’activation des LT 
CD8. 
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Tableau 3. –  Gènes différentiellement exprimés en l’absence du signal Notch et priorisés en 

fonction de trois signatures du signal Notch, soit dans les leucémies T-ALL, dans les LT 
CD4 et suite à l’activation des LT CD8 

 
Identification des gènes communs à la signature de déficience pour le signal Notch à J3 et leur 
correspondance avec les différents critères de priorisation. Les gènes identifiés en bleu sont 
communs aux trois critères. Les gènes correspondant aux critères 1 et 2 sont représentés en mauve, 
le gène correspondant aux critères 1 et 3, en vert, et les gènes correspondant aux critères de 
priorisation 2 et 3 sont en rouge.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Signature Nombre de gènes Gènes communs à la signature de déficience pour 
le signal Notch à J3

1) Leucémie T-ALL (Chip-seq)
Wang H. et al. (2011) PNAS
Wang H. et al. (2014) PNAS
Geimer Le Lay A.S. et al. (2014) Science

128
87
475

15

Dtx1, Notch1, Cd226, Hes1, Myo1b, 
Nrarp, Ccno, Pdgfb, Trib2, Marcks, Il2ra, 
Ddc, Mpzl2,  Hey1, Chst15

2) Signal Notch chez les LT CD4
Chung J. et al. (2019) J. Immunol

294 28

Bach2, Dapl1, Evl, Igfbp4, Itgb1, Kcnmb4, 
Lrig1, Ltb, Ms4a4c, Ramp1, Rgs10, 
Scml4, Stra6, Synj2, Zfp395, Adam19, 
Cd22, Dtx1, Frmd4b, Gcnt1, Gm28942, 
Gm30292, Il10, Il2ra, Marcks, Mpzl2, 
Prdm1, Trib2

3) ATAC-seq contenant sites de liaison 
RBPJK
Wang D. et al. (2018) Immunity 612 20

Cxcr4, Fasl, Marcks, Tmevpg1, Havcr2, 
Tcf7, Trib2, Gm11346, Susd3, Gcnt4, Tigit, 
Trat1, Cd226, Il2ra, Bach2, Abcb1a, Lrig1, 
Klrg1, Gm7457, Plaur
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D’une part, en comparant ces différents critères, nous observons trois gènes qui sont 

communs aux trois critères, soit Il2ra, Trib2 et Marcks (Fig. 12A). De plus, les gènes Lrig1 et 

Bach2 (Fig. 12B) correspondent exclusivement aux critères 2 et 3 tandis que Mpzl2 et Dtx1 

correspondent aux critères 1 et 2 (Fig. 12C). Enfin, Cd226 correspond aux critères 1 et 3 (Fig. 

12D). D’autre part, il est également possible d’apprécier la différence du nombre de transcrits dans 

les LT CD8 ∆/∆ relativement aux cellules fl/fl et naïves pour chacun des gènes représentés. Nous 

observons que Il2ra, Marcks, Trib2, Dtx1 et Mpzl2 (Fig. 12A-B) présente une diminution de leur 

expression en l’absence du signal Notch, tandis que Cd226 et Lrig1 (Fig. 12 C-D) sont plus 

fortement exprimés. Bien que nos analyses bio-informatiques indiquent que Bach2 est bel et bien 

différentiellement exprimé en l’absence du signal Notch, l’usage du test statistique one way 

ANOVA n’indique pas de différence significative du nombre de transcrits du gène Bach2 entre les 

cellules fl/fl et les cellules ∆/∆. 

Dans la littérature, il est connu que les cellules exprimant fortement la protéine du gène de 

l’Il2ra, soit CD25, ont plutôt tendance à se différencier en SLEC53. De plus, le laboratoire a déjà 

montré qu’en l’absence du signal Notch, il y avait une diminution de l’expression de CD25315, ce 

qui est également consistant avec les résultats obtenus de notre séquençage. Nous pouvons 

constater que Il2ra présente un nombre de transcrits beaucoup plus élevé que les autres gènes que 

ce soit dans la condition fl/fl ou ∆/∆ et sa valeur p ajustée est considérablement élevée 

(p.val.adj.=3,16E-32). Ainsi, nous avons décidé de nous intéresser au rôle de CD25 en aval de la 

voie Notch et d’établir si la diminution de l’expression de l’Il2ra en l’absence du signal Notch 

était responsable de la diminution de la différenciation en SLEC dans notre modèle. 
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Figure 12. –  Gènes différentiellement exprimés en l’absence du signal Notch et 
priorisés en fonction de leur correspondance avec différentes signatures 

 
(A) Gènes différentiellement exprimés correspondant aux trois critères de priorisation (bleu). 
Histogramme du nombre de transcrits obtenu lors du séquençage de l’ARN pour les cellules naïves 
(noir), fl/fl (gris) ou ∆/∆ (blanc). Les gènes obtenus de notre signature correspondent au critère 1 
des gènes régulés par le NICD dans les leucémies T-ALL, au critère 2 de la signature Notch dans 
les LT CD4 et au critère 3 des gènes dont la chromatine est ouverte suite à l’activation des LT CD8 
et contenant des sites de liaison pour RBJK (B) Gènes correspondant aux critères 1 et 2 (mauve). 
(C) Gène correspondant aux critères 1 et 3 (vert). (D) Gènes correspondant aux critères de 
priorisation 2 et 3 (rouge). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 
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1.2 Surexpression de CD25 dans les LT CD8 sauvages ou déficients 
pour Notch1 et Notch2 

Nous avons donc cherché à établir si la réexpression de CD25 en l’absence du signal Notch 

pouvait restaurer la génération des SLEC. Pour ce faire, nous avons surexprimé CD25 dans les LT 

CD8 OT-I fl/fl ou ∆/∆ pour l’expression de N1N2 par transduction rétrovirale. En effet, les LT 

CD8 OT-I (CD45.2+), d’abord activés in vitro pendant 24h à l’aide du peptide OVA257-264 présenté 

par des splénocytes (CD45.1+), ont été transduits soit avec un vecteur vide (pMig) ou avec un 

vecteur codant pour le gène de l’Il2ra (pMig-CD25), tous deux codant également pour le gène 

rapporteur de la GFP. Par la suite, nous avons conservé une partie des cellules ayant subi la 

transduction rétrovirale, et ce pendant 48h à 37°C, 5% CO2, afin de vérifier l’efficacité de la 

transduction par cytométrie en flux, en mesurant le pourcentage de cellules ayant intégré le vecteur 

(GFP+) et en vérifiant l’expression de CD25 (Fig. 13A-B). 

Nous avons pu observer que les LT CD8 OT-I fl/fl et ∆/∆ ont bel et bien été transduit. 

Toutefois, le pourcentage de cellules GFP+ était plus élevé lors de la transduction avec pMig 

qu’avec pMig-CD25, et ce, indépendamment du génotype (Fig. 13C gauche). Il est difficile 

d’apprécier une différence dans l’expression de CD25 en fonction de la surexpression considérant 

que les LT CD8 augmentent fortement l’expression du récepteur alpha à l’IL-2 suite à leur 

activation, ce qui implique une forte expression de CD25 tôt dans la réponse dans les cellules fl/fl 

comme dans les ∆/∆. Toutefois, il est possible de constater que les diagrammes de FACS des 

cellules fl/fl et ∆/∆ transduites avec pMig-CD25 (Fig. 13C; droite) présentent un profil 

d’expression similaire en ce qui a trait à la population GFP+CD25+. De plus, l’expression de CD25 

semble augmenter dans les populations GFP+ fl/fl comme ∆/∆ ayant été transduites avec pMig-

CD25 (Fig. 13D), par rapport aux cellules GFP-. Ainsi, ces résultats semblent indiquer que nous 

avons effectivement transduit les CD8 OT-I fl/fl ou ∆/∆. 
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Figure 13. –  Approche expérimentale de la transduction rétrovirale et validation in vitro de la 
surexpression de CD25 par les LT CD8 

 
(A) Schéma expérimental de la stimulation et de la transduction rétrovirale des LT CD8 OT-I 
sauvages (fl/fl) ou déficients (∆/∆) pour les récepteurs Notch1 et Notch2 in vitro. (B) Stratégie 
d’identification des cellules transduites (GFP+) ou non transduites (GFP-). (C) Validation de 
l’efficacité de la transduction à J3. L’expression de la GFP (droite) et de CD25 (gauche) a été 
mesurée sur les LT CD8 OT-I fl/fl (haut) ou ∆/∆ (bas) pour N1N2. (D) Compilation de l’expression 
de CD25 à J3. Les cellules ont été stimulées pendant 24h à l’aide du peptide OVA257-264 et 
conservées in vitro 48h après leur transduction rétrovirale par le vecteur vide (pMig) ou par le 
vecteur codant pour CD25 (pMig-CD25). 
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Au J1, soit le jour de la transduction rétrovirale des cellules stimulées avec le vecteur vide 

ou contenant CD25, les cellules stimulées in vitro avec le peptide OVA257-264 et transduites 

(CD45.2) ont été transférées adoptivement dans des souris congéniques (CD45.1) préalablement 

infectées par Listeria-OVA. L’expansion clonale, l’efficacité de la transduction et la 

différenciation SLEC-MPEC ont été vérifiées au pic de la réponse effectrice, soit à J7 (Fig. 14A). 

Au niveau de l’expansion clonale des OT-I (CD8+CD45.2+), il n’y avait pas de différence 

significative entre les différents groupes (Fig. 14B. haut). En ce qui a trait au niveau de 

transduction, il y avait une différence significative du %GFP+ entre le groupe fl/fl pMig et tous 

les autres groupes (Fig. 14B; droite bas; **p<0.01), indiquant que la transduction rétrovirale a été 

plus efficace in vivo dans ce groupe.  

En ce qui a trait à la différenciation SLEC-MPEC, nous avons observé une différence 

significative dans le %SLEC et dans le %MPEC entre les souris fl/fl et ∆/∆, indépendamment de 

la surexpression de CD25 (Fig. 14C-D). La diminution du %SLEC et l’augmentation du %MPEC 

correspondent avec le phénotype de déficience du signal Notch. Néanmoins, la surexpression de 

CD25 ne paraît pas influencer le %SLEC (Fig. 14C-D). Ainsi, il semble que la surexpression de 

CD25 ne permet pas de restaurer la génération des SLEC en l’absence du signal Notch, ce qui 

confirme des résultats précédemment obtenus par notre laboratoire.  

Considérant qu’il n’y avait pas de différence significative de SLEC ou de MPEC entre les 

LT CD8 transduits (GFP+) ou non transduits (GFP-) et ce, tous génotypes confondus (Fig. 14D), 

nous nous sommes également intéressés à l’expression de CD25 dans les différents groupes afin 

de valider que le gène cible avait bel et bien été surexprimé. Or, le pic d’intensité moyenne de 

fluorescence (MFI) des cellules GFP+ transduites avec pMig-CD25 (Fig. 15A ; droite) ne semble 

pas être supérieur à celui des cellules GFP-, indiquant que CD25 n’est pas surexprimé à J7. 

Conséquemment, ces résultats suggèrent qu’il y a une perte de la surexpression de CD25 chez les 

LT CD8 transduits avec pMig-CD25 au pic de la réponse aiguë. 
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Figure 14. –  La surexpression de CD25 ne permet pas de rétablir la génération de SLEC 
lors de la réponse des LT CD8 déficients pour Notch1 et Notch2 

 
24h après l’infection par Listeria-OVA, des souris B6.SJL ont été transférées adoptivement avec 
0.3x106 LT CD8 OT-I fl/fl ou ∆/∆, et transduites avec pMig ou pMig-CD25. La réponse a par la 
suite été évaluée à J7 post-infection. (A)  Schéma expérimental in vivo et stratégie d’identification 
des cellules SLEC (CD127-KLRG1+) et MPEC (CD127+KLRG1-) (B) Expansion des OT-I 
transférées et efficacité de leur transduction in vivo. Graphique de FACS de l’expansion des OT-
1 transférées (haut) et du pourcentage de cellules OT-I transduites ou non transduites (bas; %GFP+ 
ou %GFP- identifiés sur CD8+CD45.2+) avec leurs compilations respectives. (C) Différenciation 
en SLEC-MPEC des cellules transduites ou non transduites. Diagramme de FACS des populations 
SLEC (CD127-KLRG1+) et MPEC (CD127+KLRG1-) GFP+ (haut) ou GFP- (bas) des cellules 
transférées fl/fl (gauche; rouge) ou ∆/∆ (droite; bleu). (D) Compilation du pourcentage de SLEC 
(haut) et du pourcentage de MPEC (bas). (n=1, 3 à 4 souris par groupes) **p<0.01, ***p<0.001. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 15. –  Perte de la surexpression de CD25 chez les LT CD8 transduits avec pMig-
CD25 au pic de la réponse aiguë 

 
(A) Profil d’expression de CD25 à J7 dans les cellules transduites ou non transduites. Histogramme 
de l’intensité de fluorescence de CD25 des cellules GFP+ (rouge) et GFP- (bleu) dans les LT CD8 
OT-I fl/fl ou ∆/∆, transduits avec pMig ou pMig-CD25, à J7. (B) Compilation de la MFI de CD25 
(n=1, 3 à 4 souris par groupes). 
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Il a déjà été démontré que lors d’une infection par LCMV Arm, l’expression de CD25 dans 

les LT CD8 augmente de manière drastique suite à l’activation, et ne commence à diminuer qu’à 

partir de J3,5 post-infection. À J5 post-infection, le niveau d’expression de CD25 des LT CD8 

spécifiques à l’antigène est similaire à celui des cellules naïves53. Ainsi, nous avons cherché à 

vérifier si la surexpression de CD25 était maintenue dans le temps puisque la protéine ne semble 

pas surexprimée à J7.  Nous nous sommes donc intéressés à la cinétique de l’expression de CD25 

dans le même système de transduction rétrovirale, en utilisant seulement des LT CD8 transduits 

issus de souris sauvages (fl/fl) exprimant les récepteurs Notch1 et Notch2, et transférés 

adoptivement dans des souris congéniques infectées par Listeria-OVA (Fig. 16A).  Nous nous 

sommes intéressés à l’expression du récepteur suite à la transduction à des jours précoces au pic 

de la réponse à l’infection bactérienne, soit au J3, au moment où CD25 est encore fortement 

exprimé, et à J5, au moment où l’expression de CD25 devrait avoir chuté si les cellules ne 

surexpriment pas CD25 et être maintenue si elles le surexpriment.  

Dans notre modèle, nous constatons que dans les cellules transduites avec pMig (Fig. 16B; 

gauche), l’expression de CD25 est bimodale à J3 tandis qu’à J5, il y a une diminution drastique de 

l’expression de CD25, ce qui correspond aux résultats déjà décrits dans la littérature 53. Lors de la 

surexpression de CD25 (Fig. 16B; droite, pMig-CD25), nous constatons que la plupart des cellules 

sont CD25+ à J3, mais que les cellules présentent la même diminution drastique de l’expression 

de CD25 à J5, malgré la transduction de la protéine dans les pMig-CD25. Le pourcentage de GFP 

semble diminuer de J3 à J5 (Fig. 16C-D), indiquant que moins de cellules transduites sont 

retrouvées plus tard lors de l’infection, possiblement car celles-ci ne sont pas maintenues ou encore 

parce que le vecteur pMig-CD25 ne permet pas de surexprimer fortement CD25. Ainsi, nos 

résultats semblent indiquer que lors du transfert adoptif de LT CD8 OT-I transduit rétroviralement, 

il y a une perte des LT CD8 surexprimant CD25 entre J3 et J5 post-infection. 

En bref, en l’absence du signal Notch, la surexpression de CD25 dans les LT CD8 ne 

permet pas de restaurer la génération des SLEC au pic de la réponse effectrice. Toutefois, cela 

pourrait être causé par le fait que la surexpression de CD25 n’est pas maintenue au cours de la 

réponse effectrice. 
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Figure 16. –  La surexpression de CD25 n’est pas maintenue in vivo lors de la réponse 
des LT CD8 transférés suite à une infection aigüe 

 
(A) Schéma expérimental de la cinétique de l’expression de CD25 lors de la surexpression par 
transduction rétrovirale de pMig et pMig-CD25 (B) Expression cinétique de CD25 lors de la 
surexpression rétrovirale. Stimulation in vitro et transduction rétrovirale effectuées tel qu’indiqué 
à la fig. 3A. Histogrammes de l’expression de CD25 dans des LT CD8 OT-I sauvages (fl/fl) activés 
pendant 24h in vitro avec OVA257-264 et transduits avec pMig (gauche) ou pMig-CD25 (droite) à 
J3 (noir) et J5 (gris) post-infection par Lm-OVA. Compilation de l’intensité moyenne de 
fluorescence (MFI; gauche) et du pourcentage de cellules CD25+ (droite) des LT CD8 pMig 
(rouge) ou pMig-CD25 (bleu). (C) Efficacité de la transduction de J3 à J5. Diagramme de FACS 
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de l’expression de la GFP dans les LT CD8 transduits avec pMig (gauche) ou pMig-CD25 (droite) 
à J3 (haut) et J5 (bas) post-infection. (D) Variation du pourcentage de cellules transduites de J3 à 
J5. Calculé en effectuant (1 − (!̅	$%	%'()	à	+,!̅	$%	%'()	à	+-)) pour les %GFP+. Les résultats sont issus de deux 
expériences indépendantes avec 2 souris par jour. 

2.1 Impact de la voie Notch dans une thérapie adoptive antitumorale 

Notre laboratoire a déjà établi que le transfert adoptif de LT CD8 déficients pour Notch 

menait à l’accumulation de Trm dans le foie. Nous avons donc cherché à vérifier si lors d’une 

thérapie adoptive de LT CD8, l'absence du signal Notch permettait un meilleur contrôle tumoral, 

via leur capacité à se différencier en Trm. Pour ce faire, nous avons implanté des souris avec le 

modèle de mélanome B16 exprimant l’antigène OVA (B16-OVA). À J7 post-implantation 

tumorale, lorsque les tumeurs deviennent palpables, les souris ont été redistribuées en 3 groupes 

et traitées avec une thérapie adoptive de LT CD8 OT-I effecteurs fl/fl ou ∆/∆, ou non traitée (NT) 

pour le groupe contrôle. (Fig. 17A) Les LT CD8 OT-I ont été préalablement activés in vitro 

pendant 72h en présence du peptide OVA257-264 et d’IL-2, permettant aux LT naïfs de se 

différencier en LT effecteurs. Avant d’effectuer le transfert adoptif, le niveau d’expression des 

marqueurs d’activation a été vérifié afin de valider que les LT effecteurs étaient similairement 

activés. L’expression des marqueurs d’activation CD25, CD44 et CD69 a augmenté alors que 

l’expression du marqueur de localisation CD62L a été maintenue, et ce, de manière équivalente 

entre les deux génotypes des cellules T (Fig. 17B, résultats de deux expériences). 

L’aire tumorale a ensuite été mesurée aux 48h afin d’évaluer la croissance tumorale jusqu’à 

l’atteinte du point limite, soit une ulcération ou une surface tumorale excédant les 200 mm2. En 

absence de thérapie adoptive (groupe NT), nous avons observé une augmentation rapide de la 

croissance tumorale. En comparaison, dans les groupes traités, la croissance tumorale est plus 

progressive dans le groupe traité avec des LT exprimant Notch1 et Notch2 (fl/fl) qu’avec des LT 

n’exprimant pas les récepteurs (∆/∆) (Fig. 17C). Il est également possible de constater que les 

souris du groupe traité avec les LT fl/fl survivent significativement plus longtemps, avec une 

médiane de survie de 23 jours soit 4 jours de plus que les souris du groupe traité ∆/∆ (Fig. 17D; 

****p≤0.0001). Ainsi, lors d’une thérapie adoptive de LT CD8, l’absence du signal Notch prévient 

un contrôle optimal de la croissance tumorale dans un modèle de mélanome B16-OVA. 
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Figure 17. –  Le signal Notch dans les LT est nécessaire lors d’une thérapie adoptive de LT 
CD8 pour contrôler la croissance tumorale dans le modèle B16-OVA 

 
(A) Schéma expérimental. (B) Profil d’activation des LT CD8 OT-1 sauvages (fl/fl) ou déficients 
(∆/∆) pour Notch1 et Notch2 prétransfert adoptif. Les LT CD8 ont été activés en présence de 
splénocytes et du peptide OVA257-264, supplémenté en IL-2 après 48h et analysé 72h après le début 
de la stimulation in vitro. Histogramme de fluorescence des marqueurs d’activation CD25, CD44, 
CD69 et CD62L (sur les LT CD8+CD45.2+), issus de l’expérience 1 (haut) et de l’expérience 2 
(bas). (C) Courbe de croissance des tumeurs B16-OVA individuelle (gauche) et moyenne (droite) 
de l’aire tumorale (mm2) par groupe (fl/fl, ∆/∆ ou non traité (NT)), issues de l’expérience 1 (haut) 
et l’expérience 2 (bas) (D) Courbe de survie, représentant le pourcentage de survie par groupe dans 
le temps. Les données sont issues de deux expériences indépendantes avec 6 à 7 souris par groupe. 
****p≤0.0001 
 

2.2 Caractérisation des lymphocytes lors d’une thérapie adoptive en 
l’absence du signal Notch 

Afin de déterminer quels étaient les facteurs responsables du contrôle amoindri de la 

croissance tumorale en l’absence du signal Notch lors d’une thérapie adoptive de LT CD8 dans un 

modèle de mélanome B16-OVA, nous avons cherché à caractériser ces LT CD8. Nous nous 

sommes intéressés à plusieurs facteurs, soit l’infiltration des LT CD8 transférés, leur localisation 

dans les différents organes, leurs fonctions effectrices et leur profil d’épuisement. Pour ce faire, 

nous avons utilisé le même protocole d’implantation tumorale et de transfert adoptif (Fig. 17A). 

Toutefois, nous avons euthanasié les souris à J14 post-implantation tumorale, soit 7 jours après le 

transfert adoptif afin de nous assurer que la surface tumorale des souris soit semblable entre les 

différents groupes. 

2.2.1 Infiltration et localisation des LT CD8 transférés adoptivement en 
l’absence du signal Notch 

 Nous nous sommes d’abord intéressés au niveau d’infiltration tumorale, soit la quantité de 

cellules transférées (CD45.2+) retrouvées dans la tumeur, afin de valider si une différence 

d’infiltration pouvait être responsable du phénotype de survie. Toutefois, il n’y a pas de différences 

significatives d’infiltration des TIL, que ce soit au niveau du %CD45.2+ ou du nombre cellulaire 

(106 cellules/g) (Fig. 18B).  
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Toutefois, le nombre cellulaire moyen (106 cellules/g) plus élevé des LT fl/fl 

comparativement au ∆/∆ (Fig. 18B) semble indiqué une tendance à une meilleure infiltration de la 

tumeur en l’absence de Notch, potentiellement causée par une distribution des valeurs de nombre 

cellulaires plus étendue dans ce groupe. Ainsi, la différence de croissance tumorale n’est pas 

causée par une différence d’infiltration des LT déficients pour Notch. Cela n’exclut pas la 

possibilité qu’en fonction de la présence du signal Notch, un sous-type de LT CD8 soit plus 

abondant dans la tumeur, par exemple les Trm. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 18. –  La différence de croissance tumorale n’est pas causée par une différence 
d’infiltration des LT déficients pour Notch dans un modèle B16-OVA 

 
Les souris ont été implantées dans le flanc droit avec 0.5x106 cellules B16-OVA et transférées 
adoptivement à J7 avec 106 de LT CD8 OT-I N1N2D/D ou OT-I N1N2fl/fl stimulés in vitro, tel 
qu’indiqué dans le schéma expérimental (Fig. 17A). Les tumeurs ont été prélevées à J14 post-
implantation. (A) Stratégies d’identification des TIL issus des cellules transférées (CD45.2+)  
(B) Profil d’infiltration tumorale des TIL. Diagramme de FACS représentant les cellules 
transférées fl/fl (gauche; rouge) ou ∆/∆ (droite; bleu) avec la compilation du %CD45.2+ et du 
nombre cellulaire dans la tumeur (106 cellules/g). Les résultats sont issus de 3 expériences 
indépendantes, avec 3 à 7 souris par groupe. 
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Notre hypothèse de départ supposait qu’un meilleur contrôle tumoral des LT CD8 

déficients pour Notch serait dû à leur capacité à se différencier en Trm. Malgré le contrôle tumoral 

amoindri lors d’une thérapie adoptive de LT CD8 en l’absence de Notch, nous avons cherché à 

valider s’il y avait une différence d’infiltration de LT CD8 de type Trm (CD69+CD62L-). Nous 

n’avons pas constaté de différence dans l’accumulation de Trm (Fig. 19B) ou dans l’expression du 

marqueur de résidence CD49α (Fig. 19C) dans les tumeurs traitées avec des cellules fl/fl ou ∆/∆. 

Ainsi, la différence de croissance tumorale n’est pas causée par une différence d’accumulation de 

LT CD8 Trm déficients pour Notch dans un modèle B16-OVA. 

En outre, nous nous sommes intéressés à la distribution et l’infiltration des cellules 

transférées dans les autres tissus. Dans les OLS, nous avons constaté qu’il n’y avait pas de 

différences au niveau de l’accumulation des LT CD8 déficients ou non pour Notch dans les 

ganglions lymphatiques drainant la tumeur (Fig. 20A). Toutefois, nous avons observé une 

accumulation significative de LT déficients pour Notch dans la rate au niveau du %CD45.2+ (Fig. 

19B; gauche), mais pas au niveau des nombres cellulaires (Fig. 20B; droite). Par conséquent, suite 

au transfert adoptif, les LT CD8 déficients pour Notch s’accumulent dans la rate, mais pas dans 

les ganglions lymphatiques drainants la tumeur. 

 
De plus, le laboratoire a déjà démontré qu’en l’absence du signal Notch, il y avait une 

accumulation massive de Trm dans le foie (résultats non publiés). Il nous a été possible de 

confirmer ce phénotype en allant vérifier l’infiltration des LT CD8 déficients ou non pour le signal 

Notch dans le foie de souris porteuses de tumeur. En effet, il y a une plus forte accumulation de 

cellules transférées (CD45.2+; Fig. 21A) et une accumulation significative de Trm 

(CD69+CD62L- ; Fig. 21B) dans le foie en l’absence du signal Notch. Conséquemment, dans le 

modèle de cancer B16-OVA, il y a également une accumulation de Trm dans le foie suite au 

transfert adoptif de LT CD8 déficients pour Notch.  
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Figure 19. –  La différence de croissance tumorale n’est pas causée par une différence 
d’accumulation de LT CD8 Trm déficients pour Notch dans un modèle B16-OVA 

 
(A) Stratégie d’identification des TIL Trm (CD69+CD62L-) issus des cellules transférées 
(CD45.2+) (B) Profil d’infiltration tumorale de TIL de type Trm. Diagramme de FACS 
représentant les cellules transférées de type Trm (CD69+CD62L-) fl/fl ou ∆/∆ avec la compilation. 
(C) Profil d’expression de marqueurs de résidence. Histogramme de FACS et compilation de la 
MFI de CD49α identifié sur les cellules CD45.2+. Les résultats sont issus de 3 expériences 
indépendantes, avec 3 à 7 souris par groupe.  
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Figure 20. –  Suite au transfert adoptif, les LT CD8 déficients pour Notch s’accumulent dans la 

rate, mais pas dans les ganglions lymphatiques drainants la tumeur. 
 

Profil d’infiltration dans les ganglions lymphatiques drainant la tumeur (A) ou dans la rate (B) des 
LT CD8 transférés adoptivement à J14 post-implantation. Diagramme de FACS représentant les 
cellules transférées fl/fl (gauche) ou ∆/∆ (droite) avec la compilation du %CD45.2+ et du nombre 
cellulaire dans les ganglions lymphatiques drainants ou dans la rate. Les résultats sont issus de 
deux expériences indépendantes, avec 6 à 7 souris par groupe. ***p<0.001  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 21. –  Accumulation de Trm dans le foie suite au transfert adoptif de LT CD8 déficients 
pour Notch dans un modèle B16-OVA 

 

A 

B 

CD45.2

C
D
45
.1

fl/fl ∆/∆            

3.58                                                           38.7

57.5                                                          87.4

CD69

C
D
62
L

fl/f
l

Δ/
Δ

0

20

40

60 **

%
C
D
45
.2
+

fl/f
l

Δ/
Δ

0

20

40

60

80

100 ****

%
C
D
69
+C
D
62
L-

fl/
fl

Δ/
Δ

0.0

5.0×104

1.0×105

1.5×105

2.0×105

2.5×105

3.0×105 ***

no
m

br
e 

ce
llu

la
ir

e 
C

D
45

.2
+

fl/
fl

Δ/
Δ

0.0

5.0×104

1.0×105

1.5×105

2.0×105

2.5×105

3.0×105 ****

no
m

br
e 

ce
llu

la
ir

e 
T rm

 

Rate

Ganglions
lymphatiques
drainants

CD45.2

C
D
45
.1

fl/fl ∆/∆            

1.18.                                                          1.14

CD45.2

C
D
45
.1

0.41.                                                          0.68

fl/
fl

Δ/
Δ

0.0

5.0×104

1.0×105

1.5×105

no
m

br
e 

ce
llu

la
ir

e 
C

D
45

.2
+

fl/f
l

Δ/
Δ

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0 ***

%
C
D
45
.2
+

fl/f
l

Δ/
Δ

0

1

2

3

4

5

%
C
D
45
.2
+

fl/
fl

Δ/
Δ

0.0

5.0×104

1.0×105

1.5×105

2.0×105

2.5×105

3.0×105

no
m

br
e 

ce
llu

la
ir

e 
C

D
45

.2
+

A 

B



 

  97 

(A) Profil d’infiltration dans le foie des LT CD8 transférés adoptivement CD45.2+ à J14 post-
implantation. Diagramme de FACS représentant les cellules transférées (CD45.2+) fl/fl (gauche) 
ou ∆/∆ (droite) avec la compilation du %CD45.2+ et du nombre cellulaire. (B) Profil d’infiltration 
des Trm issus des LT CD8 transférés adoptivement dans le foie. Diagramme de FACS représentant 
les cellules transférées de type Trm (CD69+CD62L-) fl/fl ou ∆/∆ dans le foie avec la compilation 
du %CD69+CD62L- et le nombre cellulaire. Les résultats sont issus de deux expériences 
indépendantes, avec 3 à 7 souris par groupe. **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.001 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22. –  Localisation des LT CD8 effecteurs suite au transfert adoptif dans le modèle B16-
OVA 

 
Les LT CD8 OT-1 fl/fl ou ∆/∆ ont été stimulés tel que précédemment décrit (Fig. 17A). À J3 post-
stimulation, les cellules fl/fl ont été marquées au CFSE, et les cellules ∆/∆, au CTV. Suite au 
marquage, les cellules ont été mélangées dans un ratio 1 :1 afin de transférer adoptivement 25x106 

cellules (i.v.). Les souris ont été euthanasiées 1h plus tard et le sang, la tumeur, le foie, la rate, les 
ganglions lymphatiques drainants et non drainants ont été prélevées afin de vérifier la localisation 
dans les tissus. (A) Profil d’infiltration des cellules transférées dans les différents tissus. 
Diagramme de FACS des LT CD8+CD45.2+ dans les différents organes. (B) Proportion des 
cellules déficientes ou non pour le signal Notch qui ont localisée dans le tissu. Diagramme de 
FACS des LT (CD8+CD45.2+) soit fl/fl (CFSE) ou ∆/∆ (CTV) dans les différents organes.  
(C) Compilation des proportions de cellules fl/fl (rouge) ou ∆/∆ (bleu) dans les différents tissus en 
comparaison au ratio avant l’injection. Les résultats sont issus d’une expérience de 3 souris. 
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Considérant la plus forte accumulation des LT CD8 déficients pour Notch dans la rate et le 

foie, nous avons émis l’hypothèse que le contrôle tumoral amoindri en l’absence du signal Notch 

pourrait être dû à l’infiltration préférentielle dans certains tissus des LT CD8 suite à la thérapie 

adoptive, et ce aux dépens de l’infiltration dans la tumeur, ce qui diminuerait la localisation initiale 

des cellules effectrices dans la tumeur. Pour vérifier s’il y avait une variation de l’infiltration suite 

au transfert adoptif dépendant du signal Notch, nous avons effectué une expérience de localisation, 

tel que décrit par l’équipe de Mikucki et al. (2015)240. Brièvement, les LT CD8 ont été stimulés in 

vitro tel que précédemment décrit (Fig. 17A), ont été mélangés dans un ratio 1 :1 de cellules fl/fl 

(CFSE) et ∆/∆ (CTV) et ont été transférées adoptivement dans des souris à J11 post-implantation 

tumorale. Les souris ont été euthanasiées 1h plus tard pour vérifier l’infiltration et la localisation 

dans les différents tissus. Cet intervalle de temps est suffisant pour que les cellules complètent les 

étapes menant à l’extravasation, mais est insuffisant pour le déroulement d’autres processus 

pouvant influencer l’infiltration des LT CD8, tel que la prolifération in situ, la survie, la rétention 

dans le tissu ou encore la sortie du tissu240 . Nous avions injecté un anticorps contre le CD8b trois 

minutes avant l’euthanasie afin de discriminer les cellules localisées dans la circulation de celles 

localisées dans le tissu qui n’auraient été que CD8a+, mais la majorité des cellules étaient positives 

pour le CD8b (résultat non montré), indiquant probablement que la plupart des cellules étaient 

encore dans la circulation au moment de l’euthanasie. 

Ainsi, nous constatons d’abord qu’après 1h, il semble y avoir une plus grande accumulation 

de cellules transférées dans le foie et la rate par rapport aux autres organes (Fig. 22A), ce qui est 

normal puisque la rate et le foie sont des organes très vascularisés. Un nombre très faible de cellules 

CD45.2+ ont été retrouvées dans les ganglions lymphatiques drainants et non drainants, rendant 

limité l’analyse de ces organes. En ce qui a trait à la localisation en fonction de la présence du 

signal Notch, en effectuant une comparaison par rapport à la proportion fl/fl (CFSE) : ∆/∆ (CTV) 

avant l’injection ou en l’effectuant par rapport à la proportion dans le sang, il n’y a pas de 

différence significative de localisation dans les différents organes (Fig. 22B-C). Ainsi, une heure 

après le transfert adoptif, en l’absence du signal Notch, il n’y a pas de différence de localisation 

entre les différents tissus. 

 



 

  99 

En bref, lors d’une thérapie adoptive de LT CD8 dans le modèle de mélanome B16-OVA, 

le contrôle amoindri de la croissance tumorale en l’absence du signal Notch n’est pas causé par 

une différence d’infiltration des LT CD8 ou par une accumulation de Trm dans la tumeur, ni par 

une localisation différentielle des LT CD8 suivant le transfert adoptif. Néanmoins, en l’absence de 

Notch, nous avons observé une accumulation de Trm dans le foie ainsi qu’une plus forte infiltration 

des LT dans la rate. 

2.2.2 Fonctions effectrices et profil d’épuisement des LT CD8 transférés 
adoptivement en l’absence du signal Notch 

 
Considérant que Notch est connu pour réguler l’expression de molécules effectrices comme 

la GrzmB et la perforine308 , il nous paraissait important de vérifier s’il y avait une différence entre 

les fonctions effectrices des TIL fl/fl ou ∆/∆ pouvant être responsables du phénotype. Il y avait 

une tendance à la baisse au niveau de la production de GrzmB par les TIL ∆/∆ (Fig. 23C; p=0.0685) 

et une différence significative au niveau du pourcentage de cellules produisant à la fois de la 

GrzmB et de l’IFNγ (Fig. 23F; GranzymeB+IFNγ+; *p<0.05). Toutefois, il n’y avait pas de 

différences significatives dans la production des cytokines telles que l’IFNγ, l’IL-2, le TNFα (Fig. 

23B, D-E). Ainsi, la production de GrzmB semble plus faible, indiquant qu’une diminution des 

fonctions effectrices chez les LT CD8 déficients pour le signal Notch aurait pu être en cause dans 

la différence de survie des groupes traités fl/fl ou ∆/∆. 

 

Nous nous sommes intéressés à l’expression des différents récepteurs inhibiteurs 

considérant le rôle important qu’il joue dans l’induction de l’épuisement des LT CD8 dans 

l’environnement tumoral et avons constaté que les récepteurs inhibiteurs Tim3 et CD39 étaient 

exprimés de manière bimodale et qu’il y avait une plus faible abondance de LT CD8 positif pour 

Tim3 et CD39 (Fig. 24C-D; *p<0.05) en l’absence du signal Notch. En ce qui a trait à l’expression 

de Lag3 et CD38 (Fig. 24E-F), il n’y avait pas de différence significative. Quant au récepteur 

inhibiteur PD-1, il était plus fortement exprimé sur les LT CD8 déficients pour Notch (Fig. 24A; 

*p<0.05). Bref, les TIL déficients pour Notch expriment plus fortement PD-1 et moins fortement 

Tim3 et CD39.  
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Figure 23. –  La différence de croissance tumorale est associée à une diminution des fonctions 
effectrices des LT CD8 transférés déficients pour Notch 

 
Les TIL prélevés à J14 post-implantation ont été restimulés in vitro pendant 5h en présence de 
PMA-Iono afin d’évaluer l’expression des molécules effectrices. (A) Stratégie d’identification des 
TIL produisant des molécules effectrices (CD8+CD44+CD45.2+). (B-F) Profil d’expression des 
molécules effectrices (B) IFNγ, (C) GranzymeB, (D) TNFα, (E) IL-2 et (F) Granzyme B+IFNγ+. 
Diagramme de FACS et compilation du pourcentage de cellules transférées fl/fl ou ∆/∆ exprimant 
la molécule effectrice. Les résultats sont issus de 3 expériences indépendantes, avec 3 à 7 souris 
par groupe. *p<0.05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 24. –  Les TIL déficients pour Notch expriment plus fortement PD-1 et moins 
fortement Tim3 et CD39 que les TIL sauvages 

 
Profil d’expression des marqueurs d’épuisement. Histogramme de FACS de PD-1 (A), Lag3 (B), 
Tim3 (C), CD39 (D), et CD38 (E) des LT transférées (CD45.2+) fl/fl ou ∆/∆ avec leur compilation 
à J14 post-implantation. Les résultats sont issus de trois expériences indépendantes, avec 3 à 7 
souris par groupe. *p<0.05 
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Par la suite, nous nous sommes intéressés aux stades d’épuisement des TIL. En 

caractérisant l’abondance des différentes sous-populations de LT CD8 épuisés, nous avons 

constaté qu’en l’absence de Notch, il y avait une accumulation significative de LT épuisés 

progéniteurs (Tim3-SlamF6+) et une diminution significative de LT épuisés terminaux 

(Tim3+SlamF6-) (Fig. 25B; **p<0.01). Ces résultats concordent avec une expression plus faible 

de Tim3 et CD39 en l’absence du signal Notch (Fig. 25C-D ; *p<0.05), puisque les progéniteurs 

sont négatifs pour ces deux marqueurs190. Ainsi, en l’absence du signal Notch1 et Notch2, les LT 

CD8 sont moins terminalement différenciés. 

En constatant la différence significative d’expression de PD-1 sur les TIL déficients pour 

Notch, nous avons également constaté que les souris traitées avec des cellules ∆/∆ avaient des 

tumeurs de tailles et de masses significativement plus importantes à J14 (Fig. 26A-B; gauche; 

*p<0.05). Il était également possible de constater qu’il y avait une forte corrélation positive entre 

l’expression de PD-1 et la masse tumorale (Fig. 26A; droite; R2=0.6625), ou l’aire tumorale (Fig. 

26B; droite ; R2=0.5524). Il est à noter que ces corrélations sont présentées en combinant les 

valeurs des cellules ∆/∆ et fl/fl (Fig. 26A-B; droite). Ainsi, l’expression de PD-1 semble dépendre 

de la taille de la tumeur, qui est plus importante chez les souris traitées avec des cellules ∆/∆. 

En bref, lors d’une thérapie adoptive de LT CD8, l’absence du signal Notch prévient un 

contrôle optimal de la croissance tumorale dans le modèle B16-OVA. Ce phénotype n’est pas dû 

à une différence d’infiltration causant une localisation ou une accumulation différentielle de LT 

CD8 en absence du signal Notch. Toutefois, la différence de croissance tumorale est associée à 

une diminution des fonctions effectrices des LT CD8 transférés déficients pour Notch. Nous avons 

également constaté que les TIL déficients pour Notch étaient moins terminalement différenciés, 

mais qu’ils exprimaient plus fortement le récepteur PD-1, ce qui corrélait avec la taille de la tumeur 

des souris traitées.  
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Figure 25. –  Les TIL déficients pour Notch sont moins terminalement différenciés que les TIL 
sauvages 

 
(A) Stratégie d’identification des sous-types de cellules épuisées à J14 post-implantation 
(CD45.2+). (B) Identification des sous-populations de LT épuisés. Diagrammes de FACS et 
compilations représentant les LT progéniteurs (Tim3-SlamF6+) et terminalement épuisés 
(Tim3+SlamF6-) (identifiés sur les cellules transférées CD45.2+). Les résultats sont issus de trois 
expériences indépendantes, avec 3 à 7 souris par groupe. **p<0.01. 
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Figure 26. –  L’expression de PD-1 par les TIL corrèle avec la taille de la tumeur 
 

(A) Corrélation de l’expression de PD1 avec la masse tumorale. Histogramme de compilation de 
la masse tumorale (g) à J14 post-implantation des souris traitées avec des cellules fl/fl (rouge) ou 
∆/∆ (bleu) (gauche). Diagramme de l’expression de PD-1 des cellules fl/fl (rouge) et ∆/∆ (bleu) en 
fonction de la masse tumorale à J14 post-implantation (droite). (B) Corrélation de l’expression de 
PD-1 avec l’aire tumorale. Histogramme de compilation de l’aire tumorale (mm2) à J14 post-
implantation des souris traitées avec des cellules fl/fl ou ∆/∆ (gauche). Diagramme de l’expression 
de PD-1 en fonction de l’aire tumorale d à J14 post-implantation (droite). Les résultats sont 
représentatifs de 3 expériences indépendantes, avec 5 à 7 souris par groupe. *p<0.05. 
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1. La voie de signalisation Notch dans la différenciation des LT 

CD8 en SLEC-MPEC 

Le laboratoire avait déterminé que l’absence du signal Notch menait à une diminution de la 

génération de SLEC en favorisant la génération de MPEC. Afin de mieux comprendre les 

mécanismes moléculaires délinéant ce phénotype, il y a eu identification d’une signature de 217 

gènes différentiellement exprimés en l’absence de Notch. Mon premier objectif visait à identifier 

les gènes pouvant jouer un rôle dans la différenciation SLEC-MPEC en aval de Notch. Pour ce 

faire, nous avons effectué la comparaison de notre signature avec plusieurs autres signatures issues 

de la littérature qui mettant en évidence le rôle de la voie dans différents contextes biologiques. 

Cette stratégie de priorisation se basait sur trois critères, soit la comparaison avec des gènes dont : 

1) l’expression est connue pour être directement régulée par le NICD dans les leucémies de type 

T-ALL; 2) l’expression est modulée par le signal Notch dans les LT CD4 suite à une GVH335 ; et 

3) la chromatine est ouverte pendant l’activation des LT CD8 (provenant d’une expérience publiée 

d’ATAC-seq et contenant des sites de liaison potentiels pour RBPJκ) 336. 

1.1 La surexpression de CD25 dans les LT CD8 est insuffisante pour 

rétablir la génération des SLEC 

Considérant que le gène Il2ra, codant pour CD25, correspondait aux trois critères, que son 

nombre de transcrit était considérablement plus élevé que les autres gènes et surtout, considérant 

son rôle déjà rapporté dans la littérature dans la différenciation SLEC-MPEC53, nous avons décidé 

de nous intéresser à son rôle en aval de Notch.  

Nous avons ainsi surexprimé CD25 dans des LT CD8 déficients ou non pour Notch et 

transféré dans une souris infectée par Listeria-OVA. Nos résultats nous indiquent de prime à bord 

que la surexpression du récepteur CD25 seul n’est pas suffisante pour rétablir la génération des 

SLEC (Fig. 14), ce qui concorde avec des résultats déjà obtenus dans le laboratoire. En effet, il est 

connu que le niveau d’expression de CD25 dépend de la disponibilité et la concentration d’IL-2 et 

l’administration d’IL-2 in vivo permet d’augmenter l’expression de CD25 sur les LT CD834. Ainsi, 

en augmentant la biodisponibilité de l’Il-2 dans un modèle de vaccination DC, Mathieu et al. ont 

constaté que la génération de SLEC n’était pas rétablie en l’absence du signal Notch. 
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Toutefois, il a déjà été démontré qu’une forte expression de CD25 sur les LT CD8 activé 

favorisait la différenciation en SLEC, mais nous n’avons pas constaté d’augmentation de la 

différenciation en SLEC dans les LT CD8 sauvages transduits pour surexprimer CD25 (Fig. 14C-

D). Ainsi, en nous intéressant à l’expression de CD25 dans les LT transduits au pic de la réponse 

effectrice, nous avons constaté qu’il n’y avait pas de différences significatives au niveau de 

l’expression de CD25 entre les cellules transduites avec pMig-CD25 et les cellules non transduites 

(Fig. 15). Cela nous a menés à conclure que CD25 n’était plus surexprimé à J7. Afin de valider la 

surexpression du récepteur dans notre modèle expérimental tout au long de la réponse immunitaire, 

nous avons effectué une cinétique de l’expression de CD25 par les LT CD8 transduites de J3 à J5. 

Nous avons ainsi constaté qu’il n’y avait pas de maintien des cellules CD25+ de J3 à J5 (Fig. 16). 

D’une part, il est possible que le vecteur rétroviral utilisé dans notre protocole expérimental 

ne soit pas capable de surexprimer efficacement CD25. En effet, afin de valider la surexpression 

de CD25 ainsi que celle du gène rapporteur de la GFP, nous avons vérifié leurs niveaux 

d’expression in vitro 48h après la transduction, soit 72h après la stimulation antigénique (Fig. 13A). 

Ainsi, les cellules qui avaient été transduites avec le vecteur contenant CD25 présentaient une 

certaine augmentation de l’expression de CD25 par rapport aux cellules non transduites (Fig 13D). 

Toutefois, il est connu que l’expression de CD25 est augmentée dans les 24h suivant l’activation 

des LT CD8, et qu’elle commence à diminuer seulement à partir du J3.553. Puisque les cellules 

ayant été transduites avec le vecteur vide et le vecteur contenant CD25 exprimaient toutes deux 

fortement CD25 à ce stade de la réponse (Fig. 13C), cela rendait la validation de la surexpression 

in vitro impossible. 

D’autre part, il est possible que les cellules surexprimant CD25 à J3 ne soient pas 

maintenues jusqu’au J5, car elles ne reçoivent plus de signaux de survie. En effet, les chaînes β 

(CD122) et gC du récepteur à l’IL-2 sont aussi des chaînes communes au récepteur à l’IL-15. 

L’expression de CD122 et gC demeurent constante suite à l’activation des LT CD834,53 , mais une 

augmentation drastique de l’expression de CD25 pourrait limiter la disponibilité de CD122 et gC à 

recevoir des signaux de survie provenant de l’IL-15, qui dépend également de ces récepteurs pour 

sa transprésentation88. En effet, il est connu l’augmentation de la biodisponibilité de l’Il-15 permet 

d’améliorer la survie des SLEC et de limiter leur contraction86,87 . Ainsi, les cellules surexprimant 

CD25 mourraient de manière prématurées, faute de recevoir les signaux de survie nécessaire. Il 
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aurait été intéressant de mesurer les niveaux d’apoptose des LT CD8 transduits avec CD25 afin 

d’évaluer s’il y avait bel et bien une différence de survie. 

1.2 Perspectives sur les gènes cibles priorisés 

Ils auraient été intéressants de s’intéresser à d’autres gènes ayant été priorisés. Dans la 

littérature, un rôle dans la réponse des LT CD8 avait déjà été décrit pour certains de ces gènes.  

En effet, Bach2 est un gène déjà connu pour restreindre la différenciation en SLEC et dont 

l’expression est fortement diminuée suite à l’activation des LT CD8 naïfs75 ce qui est consistant 

avec les résultats obtenus de notre expérience de séquençage (Fig. 12D). Toutefois, l’expression 

de Bach2 est déjà très faible dans les cellules fl/fl comme dans les ∆/∆, et Bach2 est connu pour 

restreindre l’expression des gènes induits par la signalisation TCR dans les 6h suivant l’activation 

des LT CD8. Puisque les LT CD8 doivent au préalable avoir été stimulés 24h avant la transduction 

rétrovirale, cela rend l’utilisation d’une stratégie de modulation rétrovirale de l’expression de ce 

gène assez difficile. Le gène Bach2 correspondait au critère 2, de signature Notch dans les LT CD4, 

et au critère 3, de région ouverte de la chromatine contenant des sites RBPJκ. L’autre gène 

correspondant à ces critères est Lrig1. Il été décrit dans la littérature comme un gène suppresseur 

de tumeur, capable d’inhiber la signalisation récepteurs tyrosine kinase de la famille ERBB342–346. 

Toutefois, il n’y a pas de rôle connu pour Lrig1 dans les cellules du système immunitaire et nous 

ne sommes donc pas intéressés à son rôle dans les LT CD8. 

Parmi les gènes priorisés communs aux trois critères, en plus de Il2ra, on pouvait retrouver 

Trib2, dont le rôle dans la réponse des LT CD8 et la différenciation SLEC-MPEC est présentement 

étudié par notre laboratoire. Il y avait également le gène Marcks, qui code pour la protéine 

Myristoylated Alanine Rich C-Kinase Substrate (MARCKS) et qui est hautement conservé chez 

les vértébrés347. MARCKS est impliquée dans plusieurs processus du développement 

embryonnaire et sa délétion implique la mort rapide des souris dû à un défaut de fermeture du tube 

neural348–351. Ainsi, ses propriétés moléculaires ont beaucoup été étudiées. En effet, MARCKS peut 

interagir directement avec le cytosquelette et promouvoir la polymérisation de l’actine352–354, mais 

il peut également séquestrer PIP2 dans des radeaux lipidiques de la membrane plasmique, limitant 

la transduction d’évènements de signalisation et la génération de second messager355–358. Dans le 

système immunitaire, certaines études suggèrent que MARCKS est impliqué dans la production de 
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cytokines pro-inflammatoires par les macrophages et les neutrophiles, et dans la régulation de leur 

migration 359–362. Il a également été identifié comme un régulateur de la force du signal BCR dans 

les lymphocytes B, par sa capacité à moduler l’interaction du cytosquelette avec la membrane 

plasmique363. Considérant la capacité de MARCKS à interagir avec PIP2 et avec le cytosquelette 

et son rôle connu dans la migration, ce gène pourrait définitivement avoir un impact sur la 

différenciation SLEC-MPEC. De plus, l’expression de Marcks est maintenue suite à l’activation 

des LT CD8 sauvages, tandis qu’elle diminue dans les cellules déficientes pour Notch. Il est 

possible d’hypothétiser que l’absence de Notch et donc la diminution de l’expression de Marcks, 

implique une modulation de la migration des LT CD8 qui ne recevrait donc pas les mêmes signaux 

cytokiniques en fonction de leur emplacement. Toutefois, puisque le nombre de transcrits n’était 

pas très élevé dans les LT CD8 sauvages comme dans les cellules déficientes pour Notch (Fig. 

12A), la faible expression du gène nous a convaincues de nous intéresser à d’autres cibles. 

Parmi les gènes priorisés communs aux critères 1, de signature T-ALL, et au critère 2, de 

signature Notch dans les LT CD4, il y avait Dtx1 et Mpzl2 (Fig. 12B). Le gène Dtx1 est une cible 

connue de la voie Notch qui code pour une E3 ubiquitine ligase et dont l’expression augmente dans 

les LT CD4 anergique. Dtx1 a également été décrit comme étant une cible transcriptionnelle de 

NFAT et comme un régulateur négatif de l’activation des LT364,365. En effet, dans une souris où la 

surexpression de Dtx1 est sous le contrôle de la CD4 Cre, les LT CD8 spléniques restimulés ex 

vivo présentaient un défaut significatif de prolifération et de l’expression d’IL-2364. En fonction de 

ces résultats et considérant que l’expression de Dtx1 est réduite en l’absence de Notch, ce qui aurait 

impliqué l’usage d’une stratégie de surexpression, nous avons exclu ce gène cible. Mpzl2, quant à 

lui, code pour la molécule d’adhésion EVA1 dont un rôle a été décrit dans le développement 

thymique366–368. Dans un système in vitro où le signal Notch était fourni afin d’induire la 

différenciation de précurseurs hématopoïétiques en thymocytes, la délétion de Mpzl2 limitait la 

progression des thymocytes du stade DN1 à DN3 et ne pouvait pas passer au stade DP pour générer 

des LT SP CD4 ou CD8366. Puisque Mpzl2 est faiblement exprimé même dans les LT CD8 

sauvages, nous avons également exclu ce gène.  

Pour finir, le gène commun au critère 1, de signature T-ALL et au critère 3, de région 

ouverte de la chromatine contenant des sites RBPJκ, est Cd226 (Fig. 12C). Celui-ci est exprimé 

sur une variété de cellules du système immunitaire dont les LT et les cellules NK et joue à la fois 
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le rôle de récepteur activateur et de molécule d’adhésion qui promouvoit les fonctions cytotoxiques 

tandis que sa délétion affecte négativement le contrôle tumorale369–375. CD226 compétitionne avec 

les récepteurs inhibiteurs TIGIT et CD96 pour lier les ligands CD155 et CD112, exprimés entre 

autres sur les CPA et les cellules tumorales376–381. En tant que molécule d’adhésion, CD226 est 

capable d’interagir avec le cytosquelette et est colocalisé avec LFA-1 dans la synapse 

immunologique des LT lorsqu’il est phosphorylé. Récemment, une étude de séquençage à cellules 

uniques a montré un enrichissement des gènes associés à l’adhésion cellulaire et à la formation de 

la synapse immunologique dans les LT CD8 exprimant fortement CD226 en comparaison à ceux 

qui l’exprimait faiblement382. Il a également été démontré que le changement de conformation de 

LFA-1 en une forme de haute affinité est dépendant de l’expression de CD226 à la surface de la 

cellule383. Ainsi, il est possible que CD226 joue un rôle dans la différenciation des LT CD8 activés 

en aval de la voie Notch considérant ses fonctions déjà décrites comme récepteur activateur et 

comme molécule d’adhésion. 

La stratégie de priorisation que nous avons employée peut-être remise en question. En effet, 

considérant le rôle de Notch hautement contexte dépendant, il est possible que nous ayons exclus 

des gènes qui serait importants seulement suite à l’activation des LT CD8, mais pas dans d’autres 

types cellulaires comme les LT CD4 ou les lignées T-ALL, ce qui suggérant de ne se baser que sur 

le critère 3, de régions différentiellement accessibles de la chromatine dans les 24h suivant 

l’activation des LT CD8 et contenant des sites de liaison pour RPBJκ. Toutefois, l’usage du critère 

2 était intéressant dans la perspective où il permettait d’identifier les gènes régulés par Notch 

commun au LT CD8 et LT CD4. Puisque leucémies de type T-ALL sont dû à une activation 

aberrante du récepteur Notch1, peut-être que le critère 1 était plus facultatif.  

Il faut aussi prendre en considération que le choix de différenciation SLEC-MPEC est le produit 

d’un programme transcriptionnel dirigé par l’interaction d’une variété de facteurs de transcription. 

Toutefois, bien que plusieurs facteurs de transcription étaient différentiellement exprimés en 

l’absence de Notch, ce n’était pas le cas de la majorité des gènes qui ont été priorisés. Il est aussi 

fort probable que la coopération de plusieurs de ces gènes soit impliquée dans la génération des 

SLEC. Ainsi, la modulation de l’expression d’un seul de ces gènes n’est probablement pas 

suffisante pour rétablir la génération des SLEC. Dans cette perspective, l’usage de vecteur 

bicistronique, où plus d’un gène peut être modulé en même temps, aurait été intéressant, de même 
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que l’adoption d’une stratégie de criblage tel que décrit par Chen et al. 2014. En effet, leur équipe 

a développé une approche permettant d’inhiber individuellement un grand nombre de gènes e 

parallèle, au cours de la différenciation des LT CD8. Leur stratégie expérimentale consistait à 

transférer adoptivement une souris avec un bassin de LT CD8 P14, contenant des cellules ayant été 

individuellement transduites avec différents petits ARN en épingle à cheveux (shRNA), puis 

d’infecter ces souris avec LCMV Arm. Chaque LT transféré contient un code-barre qui varie en 

fonction du shRNA transduit et la différenciation de chacun de ces LT CD8 suite à l’infection peut 

être évaluée en effectuant un séquençage profond (deep sequencing) de l’ADN des cellules384. La 

profondeur du sequençage représente le nombre moyen de fois que certains nucléotides sont 

représentés dans une collection de séquences brutes et aléatoires385. En bref, augmenter la 

profondeur du séquencage permet la détection des gènes qui sont moins fortement exprimé, ici les 

code-barres de shRNA. En établissant le ratio de cellule différentiée en SLEC-MPEC pour un 

shRNA donné, il est ainsi possible d’identifier les gènes jouant un rôle dans le processus de 

différenciation384.  

2. Rôle de la voie de signalisation Notch dans une thérapie 

adoptive antitumorale 

Mon deuxième objectif visait à évaluer si une thérapie adoptive de lymphocyte T CD8 

déficients pour l’expression des récepteurs Notch1 et Notch2 permettait un meilleur contrôle 

tumoral via leur capacité à se différencier Trm. Nous avons déterminé que ce n’était pas le cas 

puisque l’absence du signal Notch prévient un contrôle optimal de la croissance tumorale dans un 

modèle de mélanome B16-OVA (Fig. 17). Cela est consistant avec des études déjà publiées, 

rapportant que l’absence du ligand DLL1 sur les DC, ou du récepteur Notch2 sur les LT CD8, 

diminuait la survie des souris implantées avec une tumeur sous-cutanée320,386.  

Nous avons cherché à comprendre les mécanismes exacts dirigeant la diminution du contrôle 

tumoral en l’absence de Notch. Plusieurs facteurs auraient pu être impliqués, soit une diminution 

des fonctions effectrices par une plus faible production de cytokines, un état d’épuisement plus 

prononcé ou encore, une diminution de l’infiltration.  
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Nous n’avons pas constaté de différences d’infiltration des TIL dans la tumeur en l’absence de 

Notch. Il y avait bel et bien une accumulation de Trm dans le foie, mais cette aptitude des LT CD8 

à se différencier en Trm n’a pas résulté en une plus forte accumulation de Trm dans la tumeur ou 

en un meilleur contrôle tumoral, ce qui réfute notre hypothèse de départ. Nous nous sommes 

également questionnés sur la localisation des LT CD8 suite à leur transfert adoptif. En effet, il est 

évident que Notch régule des processus de localisation et de migration, puisque nous avons observé 

l’accumulation préférentielle de LT CD8 déficients pour Notch dans le foie et la rate (Fig. 20-21). 

Ainsi, nous avons cherché à vérifier si les cellules que nous avions transférées infiltraient 

différentiellement ces organes suite au transfert par un test de localisation, ce qui aurait pu 

expliquer le contrôle tumoral amoindri en l’absence de Notch. Nous avons constaté un plus grand 

pourcentage de LT CD8 transféré CD45.2+ dans le foie, mais cet organe contient des sinusoïdes 

hépatiques, qui sont des vaisseaux fenestrés, ce qui expliquerait le pourcentage plus important de 

cellules CD45.2+. De plus, nous n’avons pas observé de différences de localisation en fonction de 

l’absence du signal Notch dans le foie, la rate, les ganglions lymphatiques ou la tumeur suite au 

transfert adoptif (Fig. 22). 

 Il est évident que l’usage d’un modèle tumoral hétérotopique sous-cutanée n’était pas optimal 

pour exploiter la capacité de différenciation en Trm des LT CD8 déficients pour Notch. D’une part, 

dans un modèle d’influenza, il a déjà été démontré que la voie Notch contrôlait la génération et la 

maintenance des Trm du poumon, possiblement via une régulation du métabolisme des Trm149. En 

effet, suite à leur transfert adoptif, ces Trm CD69+CD103- s’accumule invariablement dans le foie, 

que ce soit suite à une infection par Listeria-OVA, par LCMV Arm ou encore en l’absence 

d’infection (résultat non publié). Ainsi pour démontrer notre hypothèse, il aurait été nécessaire 

d’utiliser un modèle orthotopique dans le foie. Il est possible d’induire l’hépatocarcinogénèse en 

traitant les souris avec des hépatotoxines ou encore en modifiant leur diète afin de favoriser le 

développement d’une stéatose hépatique menant à l’hépatocarcinôme387–389. Toutefois, ces 

modèles peuvent prendre plusieurs mois pour induire une lésion néoplasique et ce n’était donc pas 

une option possible. Il aurait été également possible d’injecter les cellules cancéreuses directement 

dans la veine porte hépatique ou encore dans la rate suivie d’une splénectomie, ce qui induit la 

formation de tumeur au foie387,390,391. Considérant que ces procédures sont assez invasives, 

nécessite d’utiliser des lignées cellulaires fluorescentes combinées à de l’imagerie médicale afin 

de suivre la croissance tumorale, le modèle tumoral sous-cutané a été favorisé. 
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2.1 Différenciation des LT CD8 épuisés 

En s’intéressant au stade d’épuisement des TIL, nous avons constaté que le jour du 

prélèvement des TIL, les souris ayant été traitées avec des LT déficients pour Notch avaient de plus 

grosses tumeurs et que leurs TIL exprimait plus fortement PD-1 (Fig. 26). Nous avons également 

constaté une corrélation directe entre la taille de la tumeur et une plus forte expression de PD-1. 

Ces résultats pourraient indiquer que les LT CD8 déficients pour Notch sont plus épuisés, ce qui 

impliquerait un contrôle tumoral moindre.  

Il a été démontré que l’accumulation de TIL TCF1+ était associé à un meilleur pronostic 

chez les patients239. Nous avons constaté qu’il y avait une accumulation de LT CD8 progéniteurs 

ou stem-like SlamF6+Tim3-, exprimant TCF1+, lors d’une thérapie adoptive en l’absence de Notch 

(Fig. 25B). Toutefois cela ne résulte pas en un meilleur contrôle tumoral, car les progéniteurs 

SlamF6+Tim3- sont associés à de meilleures fonctions prolifératives, une meilleure survie, mais 

pas à de meilleures fonctions effectrices. Ces cellules sont essentielles à cause de leur capacité se 

différencier en LT CD8 terminaux SlamF6-Tim3+ qui eux, possèdent de meilleures fonctions 

cytotoxiques222,229–231. Ainsi, les cellules TCF1+Tim3- produisent peu de GrzmB et n’expriment 

pas certains récepteurs inhibiteurs, dont CD39, ce qui coïncide avec les phénotypes que nous avons 

observés. En effet, en l’absence de Notch, les TIL exprimait moins fortement CD39 et Tim3 (Fig. 

24C-D) et coexprimaient moins l’IFNg et la GrzmB (Fig. 23F). Ainsi, une semaine après le transfert 

adoptif de LT déficients pour Notch, les TIL présentent un phénotype de progéniteurs ou stem-like 

qui ont de plus faibles fonctions effectrices, ce qui résulte probablement en un contrôle tumoral 

plus faible.  

Indépendamment de la présence du signal Notch, nous n’avons constaté qu’une faible 

abondance dans la tumeur d’une autre sous-population de LT épuisés, soit les cellules transitoires 

CX3CR1+CD101- (résultat non montré), qui jouent un rôle clé dans le contrôle de l’infection 

chronique188. Toutefois, considérant le rôle connu de Notch dans les choix de différenciation des 

LT CD8, il est possible que l’accumulation de progéniteurs en l’absence de Notch soit due à une 

limitation de leur capacité de différenciation en LT terminalement épuisés ou dans leur acquisition 

de fonction effectrice à ce stade. En effet, lors d’une infection par LCMV Cl13, notre laboratoire a 
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déjà constaté qu’en l’absence de Notch, il y avait également une plus grande accumulation de 

progéniteurs, mais que le traitement à l’aide d’anticorps bloquants pour PD-L1 ne permettait pas 

d’éliminer la charge virale (résultats non publiés). Sachant que ce traitement provoque 

normalement un élan prolifératif des cellules TCF1+ qui se différencieront en LT transitoires et 

terminaux afin de contribuer au contrôle tumoral ou viral179,185,186, ces résultats supportent l’idée 

que dans différents contextes d’épuisement, la voie Notch joue un rôle dans la différenciation des 

LT CD8 progéniteurs en terminaux. Il aurait été intéressant d’administrer le traitement par αPD-

L1 en combinaison à notre modèle de thérapie adoptive afin de valider si ce traitement résultait en 

un moins bon contrôle tumoral en l’absence du signal Notch.  

De plus, nous avons décidé de prélever les TIL à J14, soit une semaine après le transfert 

adoptif, afin de ne pas avoir une différence trop importante de taille de tumeur entre le groupe traité 

avec des cellules sauvages ou mutantes. Toutefois, il aurait été intéressant de tenter de phénotyper 

les TIL à un moment plus tardif en variant la quantité de cellules tumorales implantées ou de LT 

CD8 transférés. Ainsi, il aurait été possible de s’intéresser à un stade d’épuisement plus avancé des 

TIL déficients pour Notch et de mieux comprendre leur cinétique dans le contexte du cancer. 

Alternativement, extraire les TIL à J14 afin d’isoler les populations TCF1+ et TCF1- et les mettre 

en culture nous aurait permis de mesurer plusieurs paramètres ex vivo sans la restriction de la 

croissance tumorale. Il aurait ainsi été intéressant de mesurer leur capacité proliférative ou leur 

fonction effectrice afin de vérifier si les progéniteurs générés en l’absence de Notch conservaient 

leur capacité d’autorenouvellement et s’ils étaient capables de se différencier en LT terminaux in 

vitro. 

 
 
 



 

 
 

Conclusion 
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La réponse des LT CD8 occupe un rôle central dans l’immunité adaptative, que soit dans le 

contexte d’une infection aiguë ou du cancer. La différenciation des LT CD8 effecteur en LT 

mémoire, menant à l’établissement d’une mémoire immunitaire fonctionnelle et maintenue à long 

terme, constitue un aspect crucial de la défense de l’organisme contre une réinfection. En 

manipulant le système immunitaire afin d’optimiser la réponse lymphocytaire en fonction du 

contexte, il est possible d’assurer la protection d’individus contre certaines infections et certains 

cancers. La vaccination en est un bon exemple, permettant de prévenir le développement 

d’infections potentiellement mortelles chez les individus vaccinés afin de garantir leur survie. Les 

LT CD8 sont également un rôle de premier rang dans les immunothérapies contre le cancer, par 

des thérapies adoptives et/ou par l’utilisation d’anticorps bloquants pour les récepteurs inhibiteurs. 

Une meilleure compréhension des processus de différenciation qui mènent à l’hétérogénéité des 

LT CD8 au niveau de leur fonction, leur phénotype ou leur localisation est essentielle afin 

d’optimiser les stratégies de luttes contre les infections et le cancer. Considérant que la voie de 

signalisation Notch est essentielle à la génération des LT CD8 différenciés de façon terminale 

(SLEC) suite à une réponse lymphocytaire aiguë, elle occupe un rôle important dans les 

événements de différenciation des LT CD8 périphériques. Nous avons donc cherché à élucider les 

mécanismes moléculaires dirigeant ce processus de différenciation. Nous avons également cherché 

à évaluer le rôle de la voie Notch lors d’une thérapie adoptive de LT CD8 pour le traitement du 

cancer. 

Suite à une infection aiguë en l’absence du signal Notch, 217 gènes étaient 

différentiellement exprimés dans les LT CD8. Nous avons priorisé ces gènes à l’aide de différents 

critères afin d’identifier des cibles directes de la voie Notch pouvant jouer un rôle dans la 

différenciation SLEC-MPEC. Nous avons identifié le gène Il2ra, codant pour CD25, dont nous 

avons moduler l’expression par surexpression rétrovirale. Toutefois, nous avons constaté que la 

surexpression de CD25 ne suffisait pas à rétablir la génération des SLEC en absence du signal 

Notch.  Notre modèle de surexpression ne permettait pas de maintenir une expression soutenue de 

CD25 dans les LT CD8 transduits tout au long de la réponse. D’autres gènes ayant été priorisés 

pourraient être potentiellement impliqués dans ce processus, tels que Trib2 ou Marcks. 
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Dans le contexte du cancer, nous avons constaté que lors d’une thérapie adoptive de LT 

CD8, l’absence du signal Notch prévient un contrôle optimal de la croissance tumorale et implique 

une diminution de la survie des souris. Ce phénotype n’était pas dû à une différence d’infiltration 

causant une localisation ou une accumulation différentielle de LT CD8 en absence du signal Notch. 

Toutefois, la différence de croissance tumorale pourrait être causée par une diminution des 

fonctions effectrices des LT CD8 transférés déficients pour Notch. Nous avons également constaté 

que les TIL déficients pour Notch étaient moins terminalement différenciés, mais qu’ils 

exprimaient plus fortement le récepteur PD-1, ce qui corrélait avec la taille de la tumeur des souris 

traitées. Ainsi, il est clair que la voie de signalisation Notch joue un rôle dans la différenciation des 

LT CD8 épuisés et que l’activation de la voie dans le contexte d’une infection chronique ou du 

cancer pourrait contribuer au contrôle de la charge infectieuse ou de la croissance tumorale. 
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