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Résumé 

Les cellules dendritiques (CD) et l'interleukine-7 (IL-7) sont deux facteurs essentiels au 
développement et à l'homéostasie des lymphocytes T. Une anomalie de la production ou de la 
signalisation de l’IL-7 est associée à un défaut de la thymopoïèse en plus d’une profonde 
lymphopénie. Parallèlement, la déficience des CD, entraine une rupture de la tolérance au soi 
menant au développement de maladies auto-immunes et une altération de l’homéostasie des 
Lymphocyte T. Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes intéressés globalement à la 
contribution de l’IL-7 et des CD dans la reconstitution et l'homéostasie des lymphocytes dans 
deux contextes thérapeutiques différents.   

Premièrement, il a été démontré que le traitement avec l'imatinib (médicament utilisé pour traiter 
la leucémie myéloïde chronique (LMC)) induisait une diminution du nombre de lymphocytes T 
chez les patients atteints de LMC. À partir de notre étude in vitro sur des cellules mononuclées 
du sang périphérique (peripheral blood mononuclear cells) (PBMC) humaines cultivées en 
présence d’imatinib avant d’être stimuler par l’IL-7 à différentes concentrations, nous avons mis 
en évidence une perturbation de la signalisation de l’IL-7 dans les lymphocytes T suite à une 
interférence avec l’imatinib. À l’aide de notre modèle murin traité à l’imatinib, nous avons 
également montré in vivo, une altération de l’homéostasie des lymphocyte T. La modulation 
négative de l’homéostasie des LT par l’imatinib est également accompagnée d’une diminution 
dramatique de la proportion des CD, ce qui pourrait également faire décliner le pool des 
lymphocyte T.    

Deuxièmement, dans un contexte de greffe de moelle osseuse (MO) syngénique, nous avons 
analysé la contribution de l’IL-7 produite par les CD, dans la thymopoïèse et l’homéostasie des 
lymphocyte T. Pour évaluer la contribution de l’IL-7 produite par les cellules hématopoïétiques 
dans la reconstitution et l’homéostasie lymphocytaire T, nous avons généré des chimères de MO 
avec une production d’IL-7 exclusivement limitée aux cellules stromales, par greffe de MO IL-
7-/- dans des souris Rag -/-. Les souris Rag -/-  transplantées avec des cellules de MO IL-7 - /- 
développent une maladie auto-immune systémique létale à 4-5 semaines post greffe. Nos 
résultats suggèrent fortement une contribution cruciale de l’IL-7 produite par les CSH (Cellules 
Souches Hématopoïétiques) dans la reconstitution immunitaire après greffe de MO.  

L’ensemble de nos travaux contribue à élargir la compréhension de la biologie de l'axe IL-7/ IL-
7Rα et des CD dans le développement et l’homéostasie des lymphocytes T.  

 

Mots-clés : IL-7, Lymphopénie, LMC, reconstitution immunitaire, Auto-immunité, Cellules 
dendritiques, Thymus, Lymphocytes T, Rag-/-, IL-7-/-. 



	

Abstract 

Dendritic cells (DCs) and interleukin-7 (IL-7) are two factors essential for the development and 
homeostasis of T lymphocytes. An abnormality in the production or signaling of IL-7 is 
associated with a defective thymopoiesis and severe lymphopenia. DCs deficiency leads to a 
breakdown in self-tolerance leading to the development of autoimmune diseases and impaired T 
cells homeostasis. In this thesis, we have focused on the contribution of IL-7 and DCs in the 
reconstitution and homeostasis of lymphocytes in two different therapeutic contexts. 

Firstly, imatinib	(drug used to treat chronic myeloid leukemia (CML)) has been shown to induce 
a decrease of T lymphocytes number in patients with CML. From our in vitro study on human 
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) cultured in the presence of imatinib before 
stimulation by IL-7 at different concentrations, we demonstrated a disruption of IL-7 signaling 
in T cells following interference with imatinib. Using our imatinib-treated mouse model, we also 
showed in vivo impaired T cells homeostasis. The negative modulation of T lymphocytes 
homeostasis by imatinib is also accompanied by a dramatic decrease in the proportion of DCs, 
which could also decline T cells pool. 

Secondly, we used murine syngeneic bone marrow transplantation (BMT) models to study the 
contribution of IL-7 produced by DCs in thymopoiesis and T cells homeostasis. To assess the 
role of IL-7 produced by DCs in T cell reconstitution and homeostasis, we generated BM 
chimeras with IL-7 production exclusively limited to stromal cells, by BMT of IL-7 - / - into Rag 
- / - mice. Rag - / - mice transplanted with IL-7 -/- BM cells develop a lethal systemic autoimmune 
disease post-transplant at 4-5 weeks post-BMT. Our results strongly suggest a major contribution 
of Hematopoietic stem cells (HSC)-produced IL-7 in immune reconstitution after BM 
transplantation. 

Our work contributes to expanding our understanding of the biology of the IL-7 / IL-7Rα axis 
and DCs in T cell development and homeostasis. 

Keywords : IL-7, Lymphopenia, CML, immune reconstitution, Autoimmunity, Dendritic cells, 
Thymus, T lymphocytes, Rag - / -, IL7-/- 
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Chapitre 1 : Introduction 

	

L’interleukine 7 (IL-7) est une cytokine produite majoritairement par les cellules stromales et à 

faibles quantités par les cellules dendritiques (CD). Alors qu’une déficience générale d’IL-7 ou de 

sa signalisation entraine un défaut de la thymopoïèse et de l’homéostasie des lymphocytes T (LT), 

la contribution de l’IL-7 produite par les CD pour les LT est grandement méconnue. En plus de 

l’IL-7, les CD constituent l’un des facteurs indispensables au développement et au maintien des 

LT matures. La dérégulation quantitative mais également qualitative des CD est associée à des 

multiples conséquences incluant une perturbation sévère de la thymopoïèse, une altération de la 

tolérance favorisant l’auto-immunité et une diminution du pool des LT en périphérie.  

 

L’un des objectifs de cette thèse consistait à analyser la signalisation de l’axe IL-7/IL7Ra dans la 

lymphopénie sévère de LT observée chez les patients atteints de leucémie myéloïde chronique 

(LMC) traités avec de l’imatinib. Le deuxième objectif de ces travaux était de comprendre le rôle 

de l’IL-7 produite par les CD dans la reconstitution et l’homéostasie des LT.   
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Section 1 : Leucémie myéloïde Chronique  

1. Description générale 
	

1.1. Définition 

	

La LMC fut décrite pour la première fois en 1845, par R.Virchow et John Hughes Bennett qui 

ont rapporté des cas similaires de splénomégalie (Geary, 2000). La LMC est un désordre 

néoplasique myéloprolifératif caractérisée par une tumeur maligne hématopoïétique clonale qui 

se manifeste au stade de la cellule souche. Ce trouble est à l’origine d’une augmentation du 

nombre de cellules myéloïdes, mais également des cellules érythroïdes, des plaquettes sanguines 

périphériques avec une hyperplasie myéloïde au niveau de la moelle osseuse (Sawyers, 1999). 

La LMC représente environ 15% des cas de leucémie diagnostiqués chez l'adulte avec une 

incidence de 1 à 2 cas pour 100 000 adultes, cette incidence augmente avec l’âge, avec une légère 

prédominance chez l’homme (An et al., 2010; Siegel et al., 2015; Jabbour and Kantarjian, 2018).  

1.2. Caractéristiques cliniques  

	

En l’absence de traitement, la LMC se caractérise par une évolution clinique qui se manifeste en 

3 phases successives : 

1) La phase chronique d’une durée de 3 à 5 ans, est associée à une accumulation massive de 

progéniteurs myéloïdes et des cellules matures dans le sang.   

2) La phase accélérée se traduit par une augmentation des cellules contenant le chromosome 

Philadelphie et une présence de blastes dans le sang.  
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3) La phase blastique: elle se manifeste par un arrêt de la différenciation des cellules 

hématopoïétiques à l’origine d’une accumulation massive de progéniteurs hémopoïétiques dans 

la moelle osseuse, le sang et la rate. Cette accumulation de blastes est à l’origine de la 

transformation en leucémie aiguë. 

Au cours des phases primaires de la maladie, la moitié des patients LMC, sont asymptomatiques 

et se voient diagnostiqués au cours d’un examen sanguin de routine. Chez les patients 

symptomatiques, il est généralement observé : une fatigue avec des malaises, une anorexie, une 

perte de poids, une anémie, une hypersudation et un cas assez fréquent qui est la splénomégalie.  

 

1.3. BCR-ABL : rôle central dans la pathogenèse de la LMC  

	

La LMC est causée par une prolifération anarchique de cellules hématopoïétiques suite à une 

anomalie chromosomique qui a lieu dans la cellule souche hématopoïétique.  En 1960, Nowell 

et ses collègues ont identifié pour la première fois le chromosome Philadelphie (Ph+) portant le 

gène BCR-ABL devenu caractéristique de la LMC.  Le chromosome de Philadelphie (Ph) est le 

résultat d’un raccourcissement du chromosome 22, généré par une translocation génétique t (22q 

; 9q) entre les chromosomes 9 contenant le gène ABL (Abelson) et le chromosome 22 où se 

localise le gène BCR (Breakpoint Cluster Region) (Nowell, 1962; Rowley, 1973; Trela et al., 

2014)) (Figure 1.1). Cette translocation entraine la fusion du gène ABL du chromosome 9q34 

avec le gène de la région de BCR sur le chromosome 22q11. Le gène BCR-ABL a été identifié 

dans plusieurs types cellulaires hématopoïétiques : non seulement les cellules souches mais aussi 

des cellules matures comme les lymphocytes B ainsi que les cellules érythroïdes, 

mégacaryocytaires et granulocytaires, ce qui  démontre très fortement que cette fusion du gène 
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BCR-ABL a lieu initialement à un stade où la cellule hématopoïétique possède toute sa 

potentialité pour se différencier en plusieurs sous types de cellules matures (Fialkow et al., 1977; 

Kabarowski and Witte, 2000). 

 

Figure 1.1 : Formation du chromosome Philadelphie. 
 

Translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22 aboutissant à la formation du gène de fusion 

BCR-ABL. Cette translocation forme un chromosome 9 anormalement plus long et un chromosome 22 

plus court qui forment ensemble le chromosome Philadelphie contenant le gène de fusion BCR-ABL. Tiré 

de Trela et al., 2014	 
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2. Voies de signalisation activées par BCR/ABL dans la 
leucémogénèse 
	

La conséquence moléculaire de la translocation t (22q ; 9q) est la génération d’un transcrit BCR-

ABL traduit en une oncoprotéine BCR-ABL. La protéine de fusion BCR-ABL ainsi que toutes 

les isoformes générées suite à cette fusion, possèdent une activité tyrosine kinase 

constitutivement active impliquée dans plusieurs processus cellulaires notamment la prolifération 

et l’apoptose, à l’origine de la transformation maligne (Faderl et al., 1999). Plusieurs travaux ont 

démontré que la transformation maligne observée dans les cellules exprimant la protéine BCR-

ABL est fortement associée à une activation aberrante de différentes voies de signalisation 

cellulaire. L’action de BCR-ABL passe par des interactions mettant en jeu des domaines 

spécifiques de BCR-ABL avec des complexes protéiques impliqués dans différentes cascades de 

signalisation, favorisant l’activation et la répression des gènes impliqués dans la genèse de la 

leucémie.  Parmi les voies de transduction du signal en aval de la protéine de fusion BCR-ABL 

qui contribuent à cette transformation en cellules leucémiques, trois principales voies de 

signalisation sont impliquées : la voie JAK / STAT, la voie Raf / MEK / ERK et la voie PI3K / 

AKT (Figure 1.2) (Sattler and Salgia, 1997; Goldman and Melo, 2003; Steelman et al., 2004; 

Khajapeer and Baskaran, 2015).  
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Figure 1.2 : Schéma des principales voies de signalisation activées par BCR-ABL.  
 

(a) BCR-ABL active GRB-2 / SOS qui active à son tour RAS. RAS active RAF. La RAF active stimule 

MEK1/2, qui active à son tour ERK1/2. L'activation de la voie Ras par BCR-ABL via les protéines 

adaptatrices GRB-2 / SOS favorise la prolifération des cellules leucémiques. (b) BCR-ABL phosphoryle 

des protéines adaptatrices telles que CRK et CRKL conduisant à l'activation de PI3-K. PI3-K phosphoryle 

PIP2 en PIP3 qui active à son tour AKT. L'AKT inhibe p27 conduisant à la prolifération des cellules 

leucémiques. L'AKT inhibe p-BAD. L'activation de NF𝜅B et l'inhibition de p53 et de BAD par AKT 

favorisent la survie des cellules leucémiques. (c) Le BCR-ABL phosphoryle STAT5, ce qui favorise la 

survie des cellules leucémiques. (d) Les protéines du cytosquelette phosphorylées par BCR-ABL 

entraînent une motilité cellulaire accrue et une adhésion réduite à la matrice extracellulaire de la moelle 

osseuse. Tiré de Khajapeer and Baskaran, 2015. 
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2.1. Voies de transduction PI3K / AKT 

	

La mobilisation de la voie PI3K-AKT par la protéine BCR-ABL constitue un facteur essentiel 

dans le développement de la LMC en favorisant la survie cellulaire et l’inhibition de l’apoptose. 

L’activation de la voie PI3K/ AKT par BCR-ABL s’effectue par l’intermédiaire de protéines 

adaptatrices telles que Crk/Crkl et Cbl, Grb2/Gab2 dont une fois phosphorylées, elles induisent 

l’activation de la voie PI3K/ AKT (Million and Van Etten, 2000; Sattler and Salgia, 1998; Sattler 

et al., 2002). Une fois activée, la PI3K phosphoryle l’AKT, qui phosphoryle ensuite des substrats 

en aval impliqués dans la machinerie apoptotique tels que Bad, caspase 9, favorisant une survie 

prolongée des cellules transformées (Sattler and Salgia, 1998). L'activation de la PI3K et 

l'activation de l'AKT sont nécessaires pour la transformation BCR-ABL des cellules de la lignée 

tant myéloïde que lymphoïde. 

 

2.2. Voie JAK / STAT 

	

Dans la LMC, la voie de transduction JAK / STAT est d’une contribution majeure dans la survie 

et l’inhibition de l’apoptose des cellules leucémiques. Dans plusieurs lignées cellulaires 

exprimant BCR-ABL, une activation constitutive de la voie de signalisation JAK / STAT a été 

démontrée (Chai et al., 1997).  Les JAKs représentent une famille de tyrosines kinases 

cytoplasmiques de 4 types (JAK1, JAK2, JAK3 et Tyk2) associées à de nombreux récepteurs de 

cytokines et ayant un rôle crucial dans l'hématopoïèse. La stimulation d’une cytokine sur son 

récepteur enclenche la stimulation de JAKs qui vont via leur activité kinase, phosphoryler 

différents STATs sur un résidu de tyrosine, ce qui entraine une dimérisation avant de transloquer 
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dans le noyau. Huit types de STAT ont été identifiés chez les mammifères (STAT1α, STAT1β, 

STAT2, STAT3, STAT3β, STAT4, STAT5A, STAT5B, and STAT6). La phosphorylation de 

STAT permet la liaison à des promoteurs des gènes cibles, ce qui induit leur transcription. BCR-

ABL active JAK2, ce qui induit une phosphorylation constitutive sur les résidus tyrosines de 

STAT1 et STAT5 (Ilaria and Van Etten, 1996). La protéine de fusion BCR-ABL se sert de cette 

voie anti-apoptotique pour soutenir l’expression des gènes favorisant la survie et la prolifération 

des cellules cancéreuses. La contribution de STAT5 dans la LMC est notamment démontrée via 

l’incapacité à induire la LMC chez la souris déficiente en STAT5 (Ye et al., 2006). L’utilisation 

d’inhibiteur de STAT5 dans des cellules LMC diminuant la phosphorylation de la tyrosine de 

STAT5, conduit à un arrêt de la prolifération et favorise l’apoptose (Nelson et al., 2011). 

 

2.3. Voies de transduction Ras / MEK / ERK 

	

Dans les cellules hématopoïétiques transformées par BCR-ABL, l’activation constitutive de Ras 

est associée à une inhibition de l’apoptose (Cortez et al., 1995). Dans la LMC, l’implication de 

Ras est initiée suite à la phosphorylation de BCR au niveau de la tyrosine 177 favorisant la liaison 

de la protéine adaptatrice Grb2 via son domaine SH2 à BCR-ABL (Pendergast et al., 1993) (Li 

et al., 2001). Cette interaction induit une modification de la protéine Ras en une forme active 

(Ras-GTP) via le recrutement du facteur SOS (Son Of Sevenless) (Buday and Downward, 1993) 

(Pendergast et al., 1993).  L’activation de Ras conduit à l’activation de la voie MAPK à l’origine 

d’une régulation de la survie, prolifération, différenciation, favorable à l'induction de la 

leucémogenèse (Shet et al., 2002).  
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3. Thérapies pour la LMC 
	

Face à la gestion de la LMC, initialement les traitements standards reposaient principalement sur 

la chimiothérapie (busulfan, hydroxyurée), l’interféron-α (IFNα) puis la greffe de cellules 

souches allogéniques et enfin des traitements plus innovateurs : les inhibiteurs de la tyrosine 

kinase (ITK) (Pavlovsky et al., 2009; Santos et al., 2011) 

 

3.1. Traitements non spécifiques 

Le traitement standard chez les patients LMC reposait sur des traitements non ciblés tels que la 

radiothérapie, l’arsenic ou encore la splénectomie. Entre 1953 à 1970 ont émergé des traitements 

faisant appels à la chimiothérapie par l’utilisation de l'hydroxyurée et le busulfan.  

Le busulfan est un agent alkylant agissant au niveau des cellules souches, introduit en 1953 pour 

le traitement des symptômes liés à la LMC. La durée moyenne de survie des patients atteints de 

LMC traités par le busulfan variait entre 35 à 47 mois. Le busulfan est resté le traitement de choix 

pendant plus de 20 ans et est toujours utilisé dans le cadre de la greffe allogénique.  

L'hydroxyurée est un inhibiteur de la ribonucléotide réductase, devenu de plus en plus populaire 

en raison de son action rapide et de son faible niveau d'effets indésirables. Des études 

comparatives ont décrit une meilleure efficacité de l’hydroxyurée en montrant une meilleure 

médiane de survie pour les patients traités par l'hydroxyurée comparativement à ceux traités avec 

le busulfan. Cependant, ces thérapies n’ont pas montré un avantage de survie ni dans la 

progression de la maladie vers la phase blastique (Galton, 1953).  
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D’autres stratégies thérapeutiques ont marqué l’histoire des traitements de la LMC avec 

l’apparition en 1980 de l’IFN-α qui est un immuno-modulateur non spécifique. Les interférons 

sont des glycoprotéines ayant des actions antivirales, immunomodulatrices, antiprolifératives et 

anti-angiogéniques. Elles sont produites en réponse à une stimulation antigénique survenant lors 

d'infections virales et de maladies malignes. Depuis les années 1980, l’IFN-α était de plus en plus 

utilisée dans le traitement de la LMC.   

Dans les traitements de la LMC, la greffe de moelle osseuse allogénique est considérée comme 

un traitement curatif avec une utilisation restreinte selon l’âge et la capacité de trouver un 

donneur compatible. 

 

3.2. Traitements ciblés : Inhibiteurs pharmacologiques de BCR-

ABL Kinase : ITK (Inhibiteur de tyrosine kinase) 

Le développement des traitements par inhibiteur de tyrosine kinase a transformé la façon de 

traiter la LMC. En effet, grâce aux ITK, les patients peuvent survivre à long terme sans nécessité 

de greffe de CSH allogénique. Il existe 4 traitements approuvés par la FDA pour la LMC en 

phase chronique qui sont des inhibiteurs de la tyrosine kinase notamment l'imatinib de première 

génération puis le dasatinib, le nilotinib et le bosutinib de deuxième génération. 
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3.2.1. imatinib  

L’imatinib est devenu le traitement pharmacologique révolutionnaire à partir de 2001, qui fut le 

premier inhibiteur de tyrosine kinase approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) aux 

États-Unis pour traiter la LMC. L’imatinib a la propriété d’inhiber l’activité tyrosine kinase de 

la protéine BCR-ABL en se fixant au niveau du site catalytique d’ABL où se lie l’ATP, ce qui 

empêche la phosphorylation des substrats protéiques qui sont directement ou indirectement 

phosphorylés par l’activité kinase de BCR-ABL (Figure 1.3). La conséquence majeure de 

l’interaction imatinib/site catalytique d’ABL, est l’inhibition de la survie/prolifération des 

cellules leucémiques en modifiant la fonction de divers gènes impliqués dans le cycle et 

l'adhésion cellulaire, l'organisation du cytosquelette et l'apoptose. (Schindler et al., 2000; Savage 

and Antman, 2002; Santos et al., 2011; Sacha, 2014) 
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Figure 1.3 : Effet compétitif de l’imatinib sur le site catalytique de l’ATP situé sur ABL. 
 
a) L’ATP se fixe sur son site catalytique situé sur BCR-ABL pour phosphoryler les substrats permettant      

d’activer des effecteurs en faveur de la transformation maligne dans la LMC. 

b) L’imatinib se fixe sur le site catalytique de l’ATP, ce qui inhibe l’activité kinase de l’ATP et empêche 

par conséquent l’activation des effecteurs en faveur de la transformation maligne à l’origine de la LMC. 

Reprinted with permission from Elsevier: Leukemia Research (An et al., 2010), Copyright © 2010 

Elsevier Ltd. License number : 4906690294197 

 

 

Depuis l’introduction de l'imatinib à dose quotidienne de 300 mg, une amélioration considérable 

de la survie des patients atteints de LMC a été observée (Jabbour and Kantarjian, 2018). Les 

données cliniques démontrent des taux élevés de réponses cytogénétiques et hématologiques 

complètes dans la majorité des patients atteints de LMC en phase chronique (Druker et al., 2001) 

(Sawyers et al., 2002; Kantarjian et al., 2002; Kantarjian et al., 2012). Chez les patients en phase 
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de crise blastique, l'imatinib s'est révélé efficace dans le traitement à court terme, en revanche 

pour le long terme, l’efficacité est réduite (Palandri et al., 2008; Kantarjian et al., 2002; Bonifacio 

et al., 2019).  

 

3.2.2. Autres inhibiteurs de tyrosine kinase  

Bien que l’approbation de l’imatinib en 2001 ait révolutionné la gestion de la LMC, Il a 

cependant été observé que près d'un tiers des patients sont résistants ou intolérants au traitement 

par l'imatinib. Ces cas de résistance impliquent de nombreux mécanismes, notamment des 

mutations sur des sites d’ABL (Hochhaus et al., 2002; Shah et al., 2004). Face à cette résistance/ 

intolérance, des nouveaux inhibiteurs de la tyrosine kinase ont été mis au point comprenant le 

dasatinib, bosutinib, nilotinib qui constituent les inhibiteurs de tyrosine kinase de deuxième 

génération et puis le ponatinib, un inhibiteur de tyrosine kinase de troisième génération 

(Hochhaus et al., 2008; Stein and Smith, 2010; Pavey et al., 2012; Jabbour et al., 2014; Cortes et 

al., 2013; Sanford et al., 2015). Ces nouveaux inhibiteurs de tyrosine kinase ont démontré leur 

efficacité à induire des réponses hématologiques et cytogénétiques chez les patients montrant une 

inefficacité ou une résistance face à l’imatinib (Tokarski et al., 2006; Cortes et al., 2016; Saglio 

et al., 2010; Hochhaus et al., 2016; Cortes et al., 2012; Cortes et al., 2018).  

Malgré les bons résultats obtenus par l’utilisation de l’imatinib et des autres inhibiteurs de 

tyrosine kinase, certains patients atteints de LMC ont une faible réponse au traitement ou 

présentent des formes de LMC réfractaires aux traitements. Pour ces patients, la greffe 

allogénique de cellules souches hématopoïétiques (allo-HSCT) constitue l’option thérapeutique 

la mieux adaptée. Toutefois, compte tenu des risques élevés associés à la greffe de cellules 

souches, le recours à l’allo-HSCT comme traitement initial reste limité.  
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3.3. La greffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH) 

Au début des années 1980, la transplantation de CSH est considérée comme une thérapie 

révolutionnaire pour traiter les déficits hématologiques incluant : les immunodéficiences 

majeures ainsi que les hémopathies malignes, dont les leucémies, les lymphomes et les myélomes 

multiples. Dans les années 1990, la thérapie est ensuite considérée comme le traitement curatif 

idéal pour la plupart des patients LMC en phase chronique. Avec l’introduction de l’imatinib et 

les autres inhibiteurs de tyrosine kinase, l’évolution clinique de la LMC a été largement modifiée. 

Cependant, avec la mise en évidence de problèmes de résistance aux inhibiteurs de tyrosine 

kinase qui apparaissaient chez certains patients, la transplantation allogénique de CSH demeure 

une option clinique pour ces patients. 

La greffe allogénique implique un donneur de CSH qui diffère du receveur mais appartenant à la 

même espèce contrairement à une greffe autologue dont les cellules souches qui proviennent du 

patient lui-même. Avant la transplantation, le patient reçoit tout comme dans la greffe autologue, 

un traitement de conditionnement myéloablatif par l’administration de doses de chimiothérapie 

combinées à des immunosuppresseurs, ceci dans le but de détruire les cellules tumorales. Par 

conséquent, le système hématopoïétique du patient est aussi détruit, ce qui entraine la prise du 

greffon en évitant le rejet de greffe. Dans cette alternative, sauf le cas de vrais jumeaux, mais 

compte tenu de la différence du système du complexe majeur d’histocompatibilité humain (HLA) 

entre les individus, l’histocompatibilité entre donneur et patient est un facteur central pour 

permettre la greffe de CSH et d’éviter la maladie du greffon contre l’hôte (GVHD).  

Après la greffe de MO, le système immunitaire du patient est graduellement remplacé par celui 

du donneur. Par cette approche, l’allogreffe exerce une activité anti-tumorale désigné par l’effet 

du greffon contre la leucémie (GVL) qui implique une reconnaissance puis une destruction des 
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cellules tumorales résiduelles de l’hôte par les LT du donneur contenus dans le greffon (Horowitz 

et al., 1990). Cependant, les LT du donneur peuvent aussi réagir contre les cellules saines du 

patient : c’est l’effet GVHD, une complication majeure et parfois fatale. 
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Section 2 : Reconstitution et homéostasie lymphocytaire T  

	

La régénération des LT après une déplétion peut se produire par deux façons : la thymopoïèse 

et/ou par la prolifération homéostatique des lymphocytes matures contenus dans le greffon 

(Mackall et al., 1997). La voie thymo-dépendante est fortement liée à l’âge du sujet et le type de 

greffe et reste plus favorable chez les jeunes sujets. Chez l'adulte, la reconstitution thymo-

dépendante reste compromise à cause de l’involution thymique liée à l'âge mais aussi à cause des 

effets cytotoxiques de la chimiothérapie, ce qui entraîne un dysfonctionnement thymique 

prolongé altérant la thymopoïèse. Par conséquent, chez l’adulte, la régénération des LT se produit 

principalement par la prolifération homéostatique (PH) des lymphocytes matures contenus dans 

la greffe. Ces deux voies de reconstitution des LT requièrent deux facteurs essentiels, à savoir la 

signalisation du TCR par interaction avec les CD mais également l’IL-7 essentielle au 

développement, à la survie et à l’homéostasie des LT (Guimond et al., 2005).    
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1. Différenciation thymique  
 

1.1. Thymus : organisation anatomique et composition  

Le thymus est un organe lymphoïde primaire dont la fonction principale est de soutenir le 

développement des LT (Miller, 1961; Miller, 2019). Le rôle critique du thymus dans le 

développement des LT a été mis en évidence pour la première fois par les travaux de J. Miller 

suite à des expériences de thymectomie néonatale chez la souris. J. Miller a démontré que ces 

souris présentaient une profonde déficience en LT dans le sang et dans les tissus lymphoïdes 

(Miller, 1961; Miller, 2002). L’absence de LT observée dans les cas d’athymie congénitale a 

permis de confirmer chez la souris, le rôle du thymus dans la production LT.  

Le thymus est situé dans la cage thoracique, en arrière du sternum et contrairement à la plupart 

des organes qui voient leur taille augmenter avec l’âge, le thymus reste un organe particulier qui 

subit une involution graduelle à partir de la puberté. Sur le plan anatomique, le thymus est divisé 

en deux zones distinctes parfaitement définies : une couche externe qui forme le cortex et une 

région interne appelée : la médulla. Ces deux régions contiennent divers types de cellules, 

notamment les thymocytes en développement, des cellules mésenchymateuses, des macrophages, 

les CD, des LB et un compartiment de cellules stomales hautement spécialisé, constitué de 

cellules épithéliales thymiques du cortex (cTEC) et de la médulla (mTEC) nécessaire pour 

supporter la thymopoïèse (Anderson et al., 2007; Takahama, 2006) (Figure 1.4). Le 

développement des thymocytes est un enchaînement d’évènements qui requièrent une 

contribution continuelle des cellules stromales thymiques via des interactions cellule-cellule et 

une production indispensable de divers signaux requis pour l’engagement lymphocytaire T, la 
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migration, la survie, la prolifération et la sélection des thymocytes en développement (Anderson 

et al., 1996; Takahama, 2006; Petrie and Zuniga-Pflucker, 2007). L'importance des TEC pour le 

développement des LT est d’autant plus démontrée par les déficits immunitaires et l'auto-

immunité qui peuvent survenir à la suite d'un développement anormal des TEC (Akiyama et al., 

2005; Burkly et al., 1995). En effet dans plusieurs modèles de souris portant des mutations de 

différents facteurs requis pour le développement des TEC, une atrophie du thymus est observée 

ainsi qu’une réduction importante du nombre de LT à la périphérie (Su et al., 2003; Naquet et al., 

1999). 

De façon réciproque, le développement et l’homéostasie des cTEC et mTEC nécessitent des 

signaux instructifs fournis par les interactions avec les lymphocytes en développement (Shores 

et al., 1991; Surh et al., 1992; Klug et al., 2002; Irla et al., 2008).  
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     Figure 1.4 : Interactions des cellules stromales au cours du développement des lymphocytes T.  
 

     Deux régions distinctes : le cortex et la médulla. Ces deux régions contiennent divers types de CPA : 

cDC résidentes et migratoires, cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC), cellules épithéliales 

thymiques médullaires (mTEC) et les lymphocytes B et des cellules épithéliales thymiques du cortex 

(cTEC) et de la médula (mTEC) nécessaires pour supporter la thymopoïèse. Le développement des 

thymocytes implique des étapes successives de maturation des thymocytes allant de DN, DP, SP CD4+ 

et SP CD8+. Au cours de leur différenciation, les thymocytes interagissent avec les cellules stromales 

thymiques. Reprinted with permission from Springer Nature: Nature Reviews Immunology (Klein et al., 

2014), Copyright © 2014. License number : 4906570242033 
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1.1.1. Cortex  

Le cortex représente la couche externe du thymus et constitue une charpente de base pour 

soutenir les stades précoces de la thymopoïèse. Le cortex thymique est formé de cellules 

épithéliales spécialisées (cTEC) qui supportent les étapes primaires de la thymopoïèse. 

Plusieurs études ont permis d’identifier une série de marqueurs permettant d’identifier les 

cTEC au sein des TEC. Les cTEC expriment EPCAM (CD306), Ly51, Cytokératine 8, CD205 

et également le CMH II (Danzl et al., 2014). Ces cellules sont essentielles à la sélection 

positive des thymocytes.  

Les cTEC produisent plusieurs facteurs impliqués dans la maturation des thymocytes tels que 

des chimiokines et des ligands de chimiokines qui attirent les progéniteurs lymphoïdes dans 

le thymus. Deux de ces facteurs à savoir l’expression du ligand de Notch1 delta like 4 (DL4) 

et l’interleukine-7 (IL-7) jouent un rôle indispensable non seulement dans l’engagement des 

précurseurs vers les LT mais également dans le développement et la prolifération des LT 

(Anderson et al., 2001; Fiorini et al., 2008; Koch et al., 2008; Thompson and Zuniga-Pflucker, 

2011; Ribeiro et al., 2013).  
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    1.1.2. Médulla  

La médulla est composée de cellules non hématopoïétiques qui sont essentiellement des 

cellules épithéliales thymiques (mTEC) ainsi que des lymphocytes B (LB), des CD et des 

macrophages. Dans la médulla, les mTEC et les CD sont les cellules impliquées dans la 

tolérance centrale (Voir section 2.2). 

 

1.1.2.1 Les mTEC  

Les mTEC occupent un rôle crucial dans la mise en place de la tolérance centrale. Ces cellules 

expriment une myriade d'antigènes du soi restreints à certains tissus/organes en périphérie 

(TRA : tissue-restricted antigen) contrôlés par l’expression du facteur AIRE. (Anderson et al., 

2002). D’un point de vue phénotypique et fonctionnel, les mTEC constituent une population 

cellulaire hétérogène qui représente 1% des cellules totales thymiques (Gray et al., 2008). Les 

mTEC expriment une combinaison de marqueurs qui diffère de celle des cTEC : tels que la 

lectine Ulex europeus agglutinin-1 (UEA-1), la cytokératine-5, 14, MTS10 et ERTR5, le 

CMHII, CD80 et le facteur de transcription Aire (Farr and Anderson, 1985; Derbinski et al., 

2001; Lopes et al., 2015; Danzl et al., 2014). Selon l’expression de ces différents marqueurs, 

il est possible d’identifier différents stades de maturation des mTEC. Ainsi, deux sous-types 

de mTEC sont définis selon leur stade de différenciation : les mTEC immatures exprimant 

faiblement ou pas le CMH II, CD80 et le facteur Aire et les mTEC matures qui expriment 

fortement ces marqueurs. Plus loin, nous discuterons de l’implication de ces deux populations 

de mTEC dans le développement thymique.   
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1.1.2.2. Les cellules dendritiques  

Les CD thymiques représentent au plus 0,5% des cellules présentes dans le thymus (Wu and 

Shortman, 2005). La majorité des CD thymiques sont localisées dans la médulla ou à la 

jonction cortico-médullaire du thymus (Ardavin et al., 1993). Les CD thymiques expriment 

de manière constitutive les marqueurs CD45, CMH-II et CD11c. Comme pour les CD 

retrouvées en périphérie, les CD thymiques constituent une population cellulaire hétérogène 

composée de trois sous-ensembles distincts. Deux types de CD sont dits conventionnels 

puisqu’elles expriment fortement le CD11c, tandis que le troisième sous-type de CD exprime 

faiblement le CD11c et a été nommé CD plasmacytoïdes (pDC). Alors que les CD CD8α+ 

représentent environ 50% des CD thymiques, les CD Sirpα+ et pDCs représentent 20% et 30% 

des CD thymiques (Wu and Shortman, 2005).  Le rôle des CD dans la différenciation des 

lymphocytes T sera discuté dans la partie suivante : sélection négative.  

 

   1.2. Différents stades de maturation des lymphocytes T 

    1.2.1. De la moelle osseuse au thymus 

Toutes les lignées de cellules sanguines sont dérivées de cellules souches hématopoïétiques 

(CSH) qui se trouvent dans le foie fœtal ou la moelle osseuse après la naissance. Les CSH 

sont des cellules multipotentes capables d’auto-renouvèlement, qui permettent de générer 

l’ensemble des cellules matures du système hématopoïétique. Contrairement aux autres types 

de cellules hématopoïétiques, l'ontogenèse des LT reste un processus particulier qui s’opère 

dans le thymus. La différenciation des LT implique la migration d’un progéniteur thymique 

(ETP : Early Thymic Progenitors) de la moelle osseuse vers le thymus. Au niveau du thymus, 
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le thymocyte migre vers le cortex avant de rentrer dans la médulla et générer des LT matures 

libérés en périphérie par la suite (Kyewski, 1987; Lind et al., 2001). Sachant qu’un ETP peut 

se différencier en LT, LB, cellules NK et CD CD8α+ (Shortman et al., 1998; Michie et al., 

2000; Lu et al., 2005), certains travaux ont cherché à comprendre les signaux que reçoit un 

ETP pour s’engager spécifiquement vers le lignage T. Les travaux de J-C Zúñiga-Pflücker 

effectués à l’aide de lignée OP9 / OP9-DL1 ont montré que la signalisation fournie par Notch 

était nécessaire pour l’engagement de l’ETP vers le lignage T (Schmitt and Zuniga-Pflucker, 

2002; Schmitt et al., 2004).    
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     Figure 1.5 : Étapes de la différenciation des lymphocytes T dans le thymus. 
 

Un progéniteur hématopoïétique provient de la moelle osseuse et migre dans le thymus. Dans le 

thymus : le progéniteur hématopoïétique passe par différents stades de différenciation basés sur 

l’expression de marqueurs de surface cellulaire CD44 et CD25, CD4, CD8, ainsi que le niveau de 

l’expression du TCR. DN : double-négatifs; DP : double-positifs; SP : simple-positifs. Dans ce 

processus de maturation, les signaux fournis par le microenvironnement thymique comme Notch sont 

essentiels pour la différenciation des thymocytes, qui aboutit à la génération de LT CD4+ et de LT 

CD8+ matures. Reprinted with permission from Springer Nature: Nature Reviews Immunology 

(Zúñiga-Pflücker, 2004), Copyright © 2004, Springer Nature. License number: 4906590425440 
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    1.2.2. DN1–DN2 

Dans le thymus, les ETP qui proviennent de la moelle osseuse doivent passer par plusieurs 

étapes successives de développement pour générer des LT matures (Figure 1.5). Après la 

migration dans le thymus, les ETP constituent une population de cellules doubles négatives 

(DN) caractérisées par l’absence des corécepteurs CD4 et CD8. Cette population de DN 

représente entre 1 et 5% des thymocytes totaux. Au sein des DN, 4 stades de maturation allant 

de DN1 à DN2 ont été définis en se basant sur l’expression des marqueurs CD25 et CD44 

(Godfrey et al., 1993). Les DN1 sont CD44+CD25- étant le stade initial des ETP. Le stade 

DN 1 est encore non spécifique à la lignée T, puisqu’ils peuvent encore générer des LB, 

cellules NK et CD CD8α+ (Bhandoola et al., 2007).  Les DN1 se différencient en DN2 

CD25+CD44+ qui représentent un stade partiellement engagé dans le lignage T.  

 

    1.2.3. DN2–DN3 

Au cours de la transition du stade DN2 CD25+CD44+ à DN3 CD25+CD44-, la machinerie 

moléculaire nécessaire au réarrangement des gènes V, D et J codant pour la chaîne β du TCR 

se met en place. Il est également démontré que le réarrangement au niveau du locus TCR- γ 

se produisait également entre le DN2 CD44+CD25+ et le DN3 CD44-CD25+ (Godfrey et al., 

1994).  

Le TCR est un hétérodimère composé de deux polypeptides à l’origine de deux combinaisons 

possibles : un TCR α β ou γ δ. Il est bien connu que le répertoire des LT dans le thymus et à 

la périphérie, est composé majoritairement de LT α β.  Les gènes codants pour le TCR sont 

composés d’une région variable et d’une région constante. La région variable de chaque sous-
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unité est assemblée à partir de trois séquences : variable (V), de diversité (D) et de jonction 

(J) pour les chaînes β et δ et seulement V et J pour les chaînes α et γ. Des mécanismes mettant 

en jeu des réarrangements génomiques au niveau des régions VDJ et VJ sont à l’origine de la 

diversité des LT face à la reconnaissance spécifique d’un antigène donné. (Davis and 

Bjorkman, 1988). Chaque segment V, D, J est encadré par des séquences de signal de 

recombinaison (RSS) qui constituent des sites de clivage et de recombinaison qui permettent 

différentes possibilités d’assemblage des segments VDJ ou VJ. Les travaux de l’équipe de 

Baltimore ont permis d’identifier les gènes RAG1 et RAG2 codant pour les protéines Rag 

impliquées dans le processus de recombinaison VDJ, (Schatz et al., 1989; Oettinger et al., 

1990). La recombinaison s’effectue entre la région 3’ des segments V toujours flanqués par 

une séquence RSS 12 et la région 5’ des segments J débutant par une séquence RSS 23. Rag1 

et Rag2 se lient aux séquences RSS et induisent des clivages pour éliminer la région située 

entre les deux RSS.  Tout d’abord, l’enzyme Rag1 cible les nanomètres à côté des segments 

V et J et Rag2 vient stabiliser le complexe. Les protéines Rag1 et Rag2 sont soutenues par des 

protéines HMGB1 et HMGB2 qui augmentent la stabilité du complexe pour permettre le 

clivage. La dernière phase implique un processus de ligation de l'ADN afin de relier les 

extrémités d'ADN au niveau des sites de clivage. Ce processus fait intervenir un réseau de 

complexes protéiques « NHEJ » comprenant les protéines Ku70, Artemis, l'ADN ligase IV et 

l’ADN-PKcs (Schatz and Ji, 2011; de Villartay et al., 2003).  

Le rôle crucial de Rag1 et Rag2 dans la lymphopoïèse est bien illustré par les souris mutantes 

Rag1 ou Rag2 qui sont dépourvues de LT et de LB (Shinkai et al., 1992; Mombaerts et al., 

1993). Chez l’humain, des mutations nulles sur les deux allèles de RAG1 et/ou RAG2 
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conduisent au phénotype T-B-SCID tandis que des mutations faux-sens sur au moins un allèle 

sont responsables d'un syndrome nommé syndrome d’Omenn (Villa et al., 2001).  

Seuls les DN3 ayant réarrangé avec succès le locus du gène TCRβ et exprimant une chaine 

fonctionnelle de TCRβ sont sélectionnés suite à un processus appelé « sélection β », tandis 

que les cellules qui ne parviennent pas à un réarrangement du TCRβ meurent à ce stade 

(Dudley et al., 1994). La chaîne β des DN3 sélectionnée s’apparie ensuite avec la chaîne de 

substitution, pré-Tα, pour former le pré-TCR, qui s’associe avec les composantes de la 

molécule CD3 (les chaînes epsilon (ϵ), gamma (γ), delta (δ) et zêta (ζ ) (Saint-Ruf et al., 2009; 

Michie and Zuniga-Pflucker, 2002). La signalisation passant par ce complexe permet la 

poursuite de la différenciation, en plus d’empêcher tout réarrangement de la chaîne β au niveau 

de l'allèle opposé (exclusion allélique) (von Boehmer et al., 1998; Khor and Sleckman, 2002).   

 

    1.2.4. DN3–DP 

Les signaux générés par cet assemblage du pré-TCR avec le complexe CD3 induisent une 

différenciation en thymocytes de stade DN4 caractérisé par la perte du marqueur CD25 et une 

absence de l’expression du marqueur CD44 (Godfrey et al., 1993). Ces cellules commencent 

à exprimer les corécepteurs CD4/CD8 lors de leur transition DN4 vers le stade double positif 

(DP), à ce moment s’effectue la recombinaison du locus de la chaîne α du TCR (Petrie et al., 

1990; Shortman et al., 1990; Petrie and Zuniga-Pflucker, 2007). Un réarrangement fonctionnel 

de la chaine α va permettre l’appariement à la chaine β du TCR et son expression à la surface 

des cellules DP. Suite au réarrangement, les cellules subissent une sélection positive afin 

d’éliminer les thymocytes qui expriment un TCR non fonctionnel (Starr et al., 2003).  
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    1.2.5. DP–SP 

Après le stade DP, les thymocytes se différencient en cellules simples positives (SP) CD4+ ou 

CD8+ (Starr et al., 2003). Selon l’intensité de la signalisation du TCR en réponse à la liaison 

au CMH de classe II, l’expression du facteur de transcription ThPOK peut-être induite. Cette 

protéine essentielle pour la spécificité CD4, réduit l'expression du Runx3 qui joue un rôle 

important dans l’engagement vers la ligné CD8 (Egawa and Littman, 2008; Luckey et al., 

2014). Si, toutefois, un thymocyte en développement ne se lie pas fortement au CMH de classe 

II, les niveaux de ThPOK seront insuffisants et l’expression de Runx3 favorisera la 

différentiation en thymocyte CD8+. Les SP sont ensuite soumis à une audition pour la mise en 

place de la tolérance centrale (ce dernier point sera détaillé dans la section suivante).   
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  2. La mise en place de la tolérance centrale dans le thymus 
	

La diversité et la tolérance au soi du répertoire des LT sont régulées en grande partie dans le 

thymus et orchestrées par différents types cellulaires. (Figure 1.6) 

 

 

      
     Figure 1.6 : Les CPA impliquées dans la sélection thymique.  

 
La sélection positive qui se déroule dans le cortex est sous l’action des cTEC. La sélection négative 

(délétion clonale) / induction de Treg a lieu dans la médulla sous l’action de plusieurs CPA. Reprinted 

with permission from Elsevier: Seminars in Cell & Developmental Biology (Breed et al., 2018). 

Copyright © 2017 Elsevier Ltd. License number: 4906591507201 

 

Au cours de la sélection négative, le TCR interagit avec les complexes peptides du soi/ CMH 

pour éliminer les thymocytes autoréactifs. Dans le thymus, le TCR est capable de discriminer 

des différences subtiles aussi bien dans la conformation que dans la composition du complexe 
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peptide/CMH et cette discrimination détermine le destin d’un thymocyte (Figure 1.7).  Le 

processus de sélection négative survient dans la médulla, et vise à éliminer les thymocytes qui 

ont une forte avidité pour les complexes peptide–CMH présentés par les CD et les mTEC.  

 

     Figure 1.7 : Sélection thymique des lymphocytes T selon l’affinité du TCR.  
 

L'affinité du TCR pour le complexe CMH/peptide du soi est le paramètre crucial qui détermine le 

développement du thymus. Les progéniteurs qui n'ont aucune affinité ou ont une très faible affinité 

meurent par négligence. Les thymocytes ayant un TCR capable de reconnaitre le complexe 

CMH/peptide du soi, survivent pour continuer leur différenciation, ce processus est la sélection 

positive. Pour les thymocytes ayant une forte affinité pour les complexes peptide du soi-CMH : 

plusieurs possibilités se présentent : la délétion clonale ou sélection négative ou l'édition des 

récepteurs, l'anergie ou la différenciation en d’autres lignées : les Treg, IEL, NKT, CD8αα. Reprinted 

with permission from Springer Nature: Nature Reviews Immunology	(Hogquist et al., 2005), Copyright 

© 2005, Springer Nature. License number: 4906590425440 
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2.1. Sélection positive 

Comme décrit dans la partie précédente, les DP expriment à leur surface des TCR qui ont subi 

plusieurs remaniements à l’origine d’une grande diversité de TCR, à ce stade il devient 

primordial de sélectionner les thymocytes ayant un TCR « fonctionnel » donc capable de 

reconnaitre le complexe CMH/peptide du soi.  La sélection positive se présente donc comme 

le processus qui établit la spécificité de restriction du CMH des LT (Bevan, 1977; Zinkernagel 

et al., 1978). Dans ce processus, les thymocytes ayant un TCR capable de reconnaitre avec 

une affinité modérée le complexe CMH/peptide présenté par les cTEC, sont positivement 

sélectionnés (Figure 1.7). En revanche les thymocytes ayant un TCR ne pouvant pas 

reconnaitre le complexe CMH/peptide du soi sont amenés à subir une mort cellulaire 

programmée : la mort par négligence (Benoist and Mathis, 1989a). Chez la souris, alors que 

chaque jour environ 50 millions de thymocytes CD4+ CD8+ double positifs (DP) sont 

auditionnés pour la sélection positive, seuls 3% à 5% des DP sont sélectionnés positivement 

pour continuer leur maturation, 90-95 % de ces précurseurs sont soumis à la mort par 

négligence, car ils expriment des TCR considérés comme non fonctionnels (Klein et al., 2009; 

Merkenschlager et al., 1997).  

Il est admis que parmi les différents types de cellules localisées dans le cortex 

(hématopoïétiques et non hématopoïétiques), les cellules épithéliales corticales thymiques 

(cTEC) constituent la population spécifique et unique pour soutenir les étapes précoces de la 

thymopoïèse mais également la sélection positive. (Benoist and Mathis, 1989b; Anderson et 

al., 1994; Ernst et al., 1996; Laufer et al., 1996).  

La sélection positive requiert des peptides du soi spécifiques associés au CMH présentés par 

les cTEC. Les peptides du soi présentés aux thymocytes lors de la sélection positive sont 
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générés par une machinerie spécifique aux cTEC : le thymoprotéasome. Le thymoprotéasome 

est une forme spécifique de protéasome spécialisée dans la production des antigènes 

thymiques présentés pour la sélection positive des LT CD8+ (Xing et al., 2013; Murata et al., 

2007). Pour la sélection des LT CD4+ qui requière des peptides du soi associés au CMH II, 

ces peptides du soi sont générés par un autre processus impliquant des mécanismes 

d’autophagie en association avec des protéases lysosomales : la cathepsine L et Prss16 ou 

sérine protéase spécifique du thymus, (Tssp) lesquelles de concert contribuent à assurer la 

sélection positive des LT CD4+ (Honey and Rudensky, 2003; Viret et al., 2011).  

 

2.2. Sélection négative  

Bien que la médulla soit le lieu de prédilection où se déroule la sélection négative, il semblerait 

que la sélection négative peut dans certains cas survenir dans le cortex (Kisielow et al., 1988; 

McCaughtry et al., 2008; Stritesky et al., 2013; Breed et al., 2019).  

Dans la médulla, la qualité des signaux fournis au TCR via les interactions TCR/peptide du 

soi /CMH détermine la mise en place de la tolérance centrale (Figure 1.7). Les thymocytes 

ayant une affinité trop forte pour les complexes CMH/peptide du soi sont soit éliminés via la 

sélection négative, soit redirigés vers une différenciation en d’autres lignées telles les Treg, 

IEL, NKT, CD8α (Figure 1.7). En effet, ces thymocytes ayant un TCR de haute affinité pour 

le soi pourraient, une fois sortis du thymus, causer des effets néfastes pour l’organisme. De 

nombreux travaux ont mis en évidence la théorie de la délétion clonale initialement postulée 

par Brunet (Burnet, 1976). Ces travaux ont été menés en grand parti dans des modèles murins 

transgéniques qui possédaient un TCR spécifique à un superantigène ou à un antigène du soi 
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connu. Les observations dans ces études ont démontré une élimination de ces LT autoréactifs 

(Kappler et al., 1987; MacDonald et al., 1988; Kisielow et al., 1988). 

 

L’établissement de la tolérance au soi dans le thymus est régulé par divers types cellulaires 

comprenant les mTEC, les CD, macrophages et les LB thymiques (Kyewski and Klein, 2006; 

Lopes et al., 2015). Le rôle précis occupé par chacun des types de cellules présentatrices 

d’antigènes (CPA) dans la mise en place et le contrôle de la tolérance du soi a fait l’objet de 

plusieurs travaux de recherche. Les macrophages thymiques seraient importants dans 

l'élimination des cellules apoptotiques (Surh and Sprent, 1994). Le rôle des LB thymiques est 

encore controversé et seulement quelques études ont montré une implication des LB dans la 

sélection négative des thymocytes qui possédaient des TCR restreints à certains tissus 

(Kleindienst et al., 2000; Frommer and Waisman, 2010; Perera et al., 2013; Perera et al., 2016; 

Yamano et al., 2015). La contribution des mTEC et CD dans la sélection négative a fait l’objet 

de plusieurs études (Klein et al., 2011; Breed et al., 2018). Pour la mise en place de la tolérance 

centrale, les thymocytes analysent des antigènes du soi qui leurs sont présentés par les 

différentes CPA thymiques. Ceci mène aux questions suivantes : quelle est la contribution de 

chacune de ces CPA (ici nous décrirons les CD et les mTEC), quelle est la nature de ces 

autoantigènes et comment sont-ils présentés aux thymocytes ? Quelle est la nature des 

interactions et de la signalisation transmise après l’engagement du TCR de haute affinité ?  
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    2.2.1. Rôle des mTEC dans la sélection négative  

Les mTEC occupent un rôle crucial dans la tolérance au soi via la sélection négative et la 

génération de Treg (Klein et al., 2014). La plus grande spécificité retrouvée au sein des mTEC 

repose sur l’expression d'antigènes du soi restreints à certains tissus/organes en périphérie 

(TRA : tissue-restricted antigen) (Derbinski et al., 2001).  

Les analyses transcriptomiques des mTEC matures ont démontré l’expression d’environ 19 

293 gènes ce qui équivaut à environ 85% du génome de la souris.  Cette expression d'antigènes 

du soi spécifiques est régulée par le facteur de transcription Aire qui régule l'expression de 

plus de 3980 gènes via un complexe de transcription qui lui est spécifique (Anderson et al., 

2002; Liston et al., 2003; Mathis and Benoist, 2009; Sansom et al., 2014). Plus récemment, le 

facteur de transcription Fezf2 a été identifié dans la régulation des gènes de TRA dans les 

mTEC et ce mécanisme semble être indépendant de Aire (Takaba et al., 2015). 

Comme mentionné plus haut, deux sous populations de mTEC ont été identifiées selon 

l’expression des marqueurs CMH II et CD80. Alors que les mTECHigh matures expriment 

fortement le CD80 et le CMH de classe II, les mTEClow immatures expriment plus faiblement 

le CMHII et CD80 (Gray et al., 2006; Lopes et al., 2015; Abramson and Anderson, 2017). 

L’expression du facteur de transcription Aire est prédominante au sein des mTEC matures, 

cependant cette expression serait limitée à une petite sous-population de mTEC matures dont 

seules 1 à 3% expriment un antigène du soi spécifique (Derbinski et al., 2008). Pour le facteur 

Fezf2, son expression est détectée dans 30% de la population de mTEClow et dans la quasi-

totalité de la population de mTEChigh (Takaba et al., 2015).  

En 2002, Ramsey et ses collègues ont montré le rôle crucial du facteur Aire dans la prévention 

de l’auto-immunité à l’aide de souris mutantes pour le gène Aire. Ces travaux ont démontré 
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que malgré un développement embryonnaire normal, les souris Aire -/- avaient un répertoire 

de LT anormal et développaient une maladie auto-immune systémique avec une infiltration 

lymphocytaire dans plusieurs organes et une production d’autoanticorps. (Ramsey et al., 

2002). Une corrélation directe entre la déficience de facteur Aire et une altération de la 

sélection négative des thymocytes a été démontrée (Liston et al., 2003; Anderson et al., 2002) 

Par exemple, les souris LT 3A9 Aire -/-  ayant un TCR spécifique à un antigène du soi de haute 

affinité, démontrent une inefficacité de la délétion des LT autoréactifs (Liston et al., 2003; 

Anderson et al., 2002).   

Chez l’humain la mutation du facteur Aire est responsable du développement du syndrome de 

la polyendocrinopathie auto-immune humaine (APS-1), également appelé syndrome auto-

immunitaire polyendocrinopathie candidose dystrophie ectodermique (APECED) touchant 

plusieurs organes (Finnish-German, 1997; Mathis and Benoist, 2009). Ces observations 

démontrent que la déficience ou une anomalie fonctionnelle de Aire entraine la non-

expression de nombreux TRA dans le thymus lors de la sélection clonale. Cela conduit à 

l’émergence de LT autoréactifs en périphérie à l’origine de réactions auto-immunes. En ce qui 

concerne le facteur Fezf2, une déficience de son expression dans les mTEC conduit à un profil 

auto-immun avec infiltration des poumons, du foie, des reins, de l'estomac, de l'intestin grêle, 

des glandes salivaires, du cerveau et des testicules, donc un profil qui diffère des cibles 

principales associées à la déficience en Aire (Takaba et al., 2015). 

La fonctionnalité du facteur Aire dans le contrôle de l’expression des TRA par les mTEC, sera 

décrite assez brièvement dans cette thèse.   

Aire est codé par un gène situé sur le chromosome 21 au niveau de la région q22.3 et chez la 

souris, il est situé sur le chromosome 10. L'expression de Aire a été observée principalement 
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dans le thymus, cependant Aire est détectée également dans divers tissus et types de cellules 

en dehors du thymus (Zhao et al., 2018). D’un point de vue structurel, Aire est composé 

principalement d’un domaine CARD, une séquence NLS, un domaine SAND ayant une forme 

atypique, impliqué dans la liaison à l’ADN, à d’autres protéines et des domaines PHD1 et 

PHD2 (Kumar et al., 2001; Passos et al., 2018). Bien qu’Aire possède des domaines de liaison 

communs à de nombreux facteurs de transcription, Aire n’opère pas comme un facteur de 

transcription classique en se liant à des promoteurs pour induire la transcription. Aire ne 

comporte pas de motif de liaison direct à l'ADN et par conséquent, il ne se lie pas directement 

aux séquences génomiques codant pour les antigènes restreints. En revanche, Aire peut 

interagir avec des régions de la chromatine relativement inactives via son domaine PHD1 qui 

se lie aux molécules d’histone 3 avec une lysine non méthylée en position 4 (H3K4) (Org et 

al., 2008; Koh et al., 2010; Anderson and Su, 2016). De telles interactions favorisent 

l’accessibilité de l’ADN face à la machinerie transcriptionnelle et la mobilisation des histones 

avec l’ARN polymérase II pour l’initiation de l’expression du TRA dans les mTEC.  

 

2.2.2. Les peptides du soi impliqués dans la sélection négative des            

lymphocytes T 

 

Les autoantigènes impliqués dans la sélection négative, sont des TRA exprimés par les mTEC 

sous l’activité transcriptionnelle du facteur Aire. Il y a également les autoantigènes qui sont 

importés de la périphérie par les CD (Atibalentja et al., 2009; Klein et al., 2014). Ces peptides 

du soi exprimés dans la médulla, doivent être présentés aux thymocytes en développement par 
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les molécules de CMH présentes à la surface des différentes CPA de la médulla 

(essentiellement les CD et les mTEC). Les mTEC possédent un immunoprotéasome qui 

permet de traiter les antigènes intracellulaires destinés à être complexés avec le CMH I. Pour 

les peptides associés au CMH II, il a été démontré que les TEC sont faiblement phagocytaires 

et donc inefficaces pour la présentation de peptides exogènes. Tout comme les cTEC, les 

mTEC ont un niveau d'autophagie constitutif élevé qui permet un chargement endogène du 

CMH II avec des autoantigènes provenant du cytoplasme, du noyau et des organelles. Les 

souris dont le processus d’autophagie est aboli, développent de l’auto-immunité systémique 

(Nedjic et al., 2008; Leavy, 2008).  

	

	

2.2.3 Rôle des CD dans la sélection négative  

	

Des études basées sur des modèles d’expression des molécules du CMH exclusivement sur 

les CD ou les mTEC ont démontré de façon concluante que les CD sont indispensables pour 

la sélection négative (Brocker et al., 1997; Gallegos and Bevan, 2004; Ohnmacht et al., 2009). 

A partir de souris RIP-mOVA reconstituées avec de la moelle osseuse OT-II.CMH II - / -, 

Gallegos et Bevan ont démontré une altération de la sélection négative des LT CD4+ OTII 

(Gallegos and Bevan, 2004). Dans un modèle de greffe de MO, l’absence des CD ou le déficit 

de CMH II sur les CD entraîne une accumulation de thymocytes SP CD4+ avec une infiltration 

de LT CD4+ autoréactifs polyclonaux dans plusieurs organes. (Ohnmacht et al., 2009; 

Teshima et al., 2003). Le Groupe de Kristin A. Hogquist a démontré très récemment que les 

CPA dérivées de la moelle osseuse contribuaient à environ la moitié du processus de délétion 

clonale thymique (Breed et al., 2019). 
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Dans le thymus, les CD se subdivisent en plusieurs sous types : les CD résidentes, les CD 

migratoires et les pDC (Donskoy and Goldschneider, 2003; Li et al., 2009; Proietto et al., 

2008a). Aujourd’hui, il est clairement reconnu que ces divers sous-types de CD sont tous 

impliqués dans la sélection négative (Wu and Shortman, 2005). Au niveau de leur répartition 

spatiale, la majorité des CD thymiques sont localisées dans la médulla ou à la jonction cortico-

médullaire (Ardavin et al., 1993; Sprent and Webb, 1995). 

 

 2.2.3.1 Les cellules dendritiques CD8a+ 

Les CD11c+CD11b−CD8α+ Sirpα− cDC expriment le transcrit et la protéine CD8α. Ces 

cellules représentent plus de 50 % des CD thymiques et elles se développent à l'intérieur du 

thymus et sont communément appelées cDC résidentes (Vremec et al., 2000; Wu and 

Shortman, 2005). Chez l’humain, une population équivalente aux CD8α murines a été 

caractérisée à l’aide du marqueur spécifique BDCA-3 (Blood Dendritic Cell Antigen 3) 

(Poulin et al., 2010). L'origine des cDC résidentes est probablement lymphoïde puisque ces 

cellules se différencient à partir d'un progéniteur T / CD commun présent dans le thymus. Les 

cDC résidentes sont capables de présenter des peptides dérivés d’antigènes exogènes sur des 

molécules de CMH I à des LT CD8+, par le mécanisme nommé :  présentation croisée.  

Un facteur de transcription essentiel au développement des CD CD8α+ est le facteur Batf3 qui 

favorise la transition de pré-CD vers les CD CD8α+, et par conséquent les souris Batf3-/- sont 

dépourvues de CD CD8α+ (Hildner et al., 2008). Chose surprenante, les souris Batf3-/- ne 

développent pas d’auto-immunité spontanée. Par contre, il a été suggéré que l'absence d'auto-

immunité chez ces souris pourrait être due au fait que les CD CD8α+ seraient nécessaires non 
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seulement à la sélection négative mais aussi à l'activation d’un clone de LT donné. En 

revanche le groupe de Konstantina Alexandropoulos a démontré que la combinaison d’une 

déficience de mTEC et de CD CD8α+ était nécessaire au développement de l’auto-immunité 

(Herbin et al., 2016).  

Le consensus proposé actuellement est que les mTEC et les cDC CD8α+ coopèrent pour la 

sélection négative, alors que les mTEC jouent un rôle non redondant dans la production des 

nTreg. De plus, les mTEC et les CD8α+ cDC apportent une contribution unique à l'induction 

de la tolérance qui ne peut être compensée par les autres types de CD thymiques restants 

(Herbin et al., 2016)  

 

2.2.3.2 Les cellules dendritiques Sirpa+ 

 

Les CD11c+CD11b+ CD8α- Sirpα+ cDC sont désignés par le terme de « cDC migratoires » et 

représentent environ 30% des CD thymiques (Wu and Shortman, 2005).  Les cDC Sirpα+ 

migrent de la périphérie vers le thymus via la circulation sanguine pour présenter des antigènes 

périphériques aux thymocytes en développement (Li et al., 2009 13). La migration des cDC 

Sirpα+ dans le thymus est un processus dépendant au CCR2 et le recrutement dans le thymus 

implique plusieurs mécanismes moléculaires notamment des interactions via la P-sélectine et 

VLA-4 –VCAM-1(Bonasio et al., 2006). Les souris déficientes en CCR2 ont des quantités de 

cDCs migratoires réduites dans le thymus qui affecte la sélection négative des LT contre les 

antigènes circulants. Sur le plan anatomique, ces cellules sont stratégiquement localisées à 

proximité des petits vaisseaux sanguins ou à l'intérieur des régions périvasculaires pour 
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capturer les antigènes circulants (Baba et al., 2009). Dans le thymus, ces cellules représentent 

une source riche d’antigènes périphériques qui contribuent à la délétion clonale des 

thymocytes auto-réactifs (Bonasio et al., 2006; Hadeiba and Butcher, 2013). Toutefois, le rôle 

des cDC Sirpα+ dans la tolérance centrale serait associé à la génération des Treg et dans une 

moindre mesure à la délétion clonale. Une étude in vitro récente faite à partir de culture de 

thymocytes en présence de différents sous-types de CD thymiques et spléniques, a montré une 

capacité des cDC Sirpα+ à générer des Treg contrairement aux cDC CD8α+ et aux pDC 

(Proietto et al., 2009).  

 

 2.2.3.3 Les cellules dendritiques plasmacytoïdes  

	

Les CD plasmacytoïdes représentent le 3ème type de CD thymiques. Comme les CD 

migratoires, les pDC accèdent au thymus par la circulation sanguine. Les pDC peuvent être 

identifiées sur la base de l'expression de CD11cintB220+PDCA-1+ et représentent environ 35% 

des CD totales détectées dans le thymus (Wu and Shortman, 2005). Les pDC entrent dans le 

thymus via la jonction cortico-médullaire et nécessite CCR9 (Hadeiba et al., 2012). Par 

ailleurs, il a été démontré que l’expression de CCR9 favorise également la migration des pDC 

de l'intestin vers le thymus, suggérant que ces cellules pourraient transporter des antigènes 

appartenant aux composantes alimentaires ou du microbiote intestinal pour les présenter aux 

thymocytes en développement (Li et al., 2009).  
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2.2.4. Les mTEC et les CD dans la présentation autonome versus 

présentation indirecte pour la sélection négative 

La contribution des CD thymiques et les mTEC dans la présentation des antigènes du soi a 

fait l’objet de plusieurs études (Klein et al., 2014; Lopes et al., 2015; Oh and Shin, 2015). Par 

contre, la contribution qualitative des mTEC versus les CD dans la sélection négative demeure 

encore obscure. Dans l’établissement de la tolérance centrale, la présentation des TRA par les 

mTEC s’effectue par 2 processus : par une présentation directe/autonome c’est-à-dire par les 

mTEC elles-mêmes ou par la présentation indirecte. La présentation indirecte implique un 

transfert des TRA par les mTEC aux CD résidentes localisées à proximité des mTEC (Lopes 

et al., 2015; Klein et al., 2014). Ce système de transfert des TRA produits par les mTEC vers 

les CD a fait l’objet de plusieurs travaux (Klein et al., 1998; Gallegos and Bevan, 2004) 

(Hinterberger et al., 2010; Hubert et al., 2011). Les mTEC représentent une grande source de 

TRA pour les CD et ont un taux d’apoptose relativement élevé. La libération des fragments 

apoptotiques par les mTEC serait à l’origine du transfert des auto-antigènes dérivés de mTEC 

vers des CD (Gray et al., 2007; Lopes et al., 2015). Les CD peuvent de cette façon capturer 

des portions de membrane des mTEC contenant des complexes peptide du soi-CMH ou 

acquérir directement le contenu cytosolique des mTEC contenant des TRA (Gallegos and 

Bevan, 2004; Millet et al., 2008; Koble and Kyewski, 2009; Hubert et al., 2011; Lopes et al., 

2015). Suite à l’acquisition de ces complexes par les CD, ceux-ci peuvent être présentés de 

façon conventionnelle aux LT CD4+. Il a été démontré que la présentation des TRA par les 

CD versus la présentation autonome des TRA par les mTEC entraîne un mode de tolérance 

différent des LT CD4+. En effet la délétion clonale serait plus dépendante des CD alors que la 
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présentation des TRA par les mTEC serait impliquée de façon prédominante dans la 

génération des Treg (Aschenbrenner et al., 2007; Hubert et al., 2011).  

 

2.2.5. Rôle de la costimulation dans la sélection négative 

Les mTEC et les CD sont caractérisées par leur forte expression de molécules de costimulation 

telles que CD80, CD86 et CD40, les rendant plus efficaces dans la délétion clonale (Millet et 

al., 2008; Koble and Kyewski, 2009). Par exemple il a été démontré que lorsque les CD 

migratoires pénètrent dans le thymus, elles augmentent l’expression des molécules du CMH 

II ainsi que les molécules de costimulation CD80 et CD86 (Li et al., 2009 13; Hadeiba et al., 

2012). De plus, il semble que la costimulation pourrait favoriser l’induction de l’apoptose des 

LT autoréactifs au cours de la sélection négative (Kishimoto and Sprent, 1999; Li and Page, 

2001; Buhlmann et al., 2003; Williams et al., 2014). En effet, il a été démontré que les animaux 

déficients pour les molécules CD80 et CD86 présentaient une altération de la sélection 

négative se traduisant par une accumulation des thymocytes SP CD4+ et CD8+ (Breed et al., 

2019). 
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    2.2.6. La signalisation du TCR dans la sélection négative     

 

 

     Figure 1.8 : Voies de signalisation impliquées dans la sélection négative. 
 

Lors de la sélection négative, les interactions de TCR à haute affinité avec le complexe peptide du soi 

-CMH conduisent à une délétion impliquant plusieurs voies intracellulaires : l'activation de ERK5 et 

de Misshapen-like kinase (MINK). MINK active P38/ JNK. Bim inhibe l’activité Bcl-2 pour permettre 

à Bax et Bak d’induire la mort cellulaire. ERK5 quant à lui favoriserait l’action de Nur77, protéine 

pro-apoptotique.	Reprinted with permission from Elsevier: Seminars in Cell & Developmental Biology 

(Sohn et al., 2007), Copyright © 2007 Elsevier Ltd. License number : 4906620280697 
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L’interaction du TCR avec les complexes CMH/peptide du soi présentés par les CD ou les 

mTEC engendrerait une cascade de messagers intracellulaires essentiels au devenir du 

thymocyte en développement. La stimulation du TCR induit une signalisation proximale 

initiée par l'activation de deux tyrosines kinases : LCK et ZAP70. LCK phosphoryle les motifs 

(ITAM) situés au niveau de la chaine ζ du complexe CD3. Cette phosphorylation permettrait 

le recrutement et l’activation de ZAP-70 impliquée dans l’activation de deux protéines 

adaptatrices majeures : LAT et SLP76.  LAT et SLP76 activeraient et mobiliserait plusieurs 

autres protéines en aval, impliquées dans la stimulation du TCR. Il semble que des signaux 

intracellulaires distincts seraient générés suite à l’engagement du TCR au moment de la 

sélection positive versus négative (Alberola-Ila et al., 1996; Starr et al., 2003).  Alors que la 

sélection positive impliquerait une activation de Ras qui initie la cascade MAPK qui mène à 

l'activation Raf1-MEK1/2-ERK1/2, la sélection négative impliquerait l’activation des kinases, 

JNK, MINK qui induisent l’expression de facteurs pro-apoptotiques notamment le facteur 

Bim, NUR77	(Figure 1.8) (Alberola-lla et al., 1995; Alberola-Ila et al., 1996; Werlen et al., 

2003; Fischer et al., 2005; Bouillet et al., 2002; Sohn et al., 2007).  

Bim et Nur77 sont des protéines induites par la signalisation du TCR de haute affinité et sont 

considérées comme des facteurs régulateurs clés de la sélection négative (Cho et al., 2003; Hu 

and Baldwin, 2015). Une mutation de Bim ou de Nur77 entraine une altération de la délétion 

des thymocytes autoréactifs (Calnan et al., 1995; Bouillet et al., 2002)  
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2.3. Tolérance centrale : délétion versus différentiation en Treg  

Il est bien connu que la sélection négative n’est pas parfaite et que quelques thymocytes 

autoréactifs échapperaient à la sélection négative (Anderson et al., 2000a; Yan and Mamula, 

2002 ; Enouz et al., 2012). Par conséquent, d’autres mécanismes périphériques ont été décrits 

afin de maintenir la tolérance au soi dans le compartiment périphérique. Il est bien connu que 

la fonction des Treg est d’inhiber les réponses auto-immunes et les réponses immunitaires 

excessives et fatales à l'hôte (Sakaguchi et al., 1995; Sakaguchi et al., 2008). Les Treg peuvent 

être produits à l’intérieur du thymus ou bien induits en périphérie à partir de cellules CD4 

naïves conventionnelles.  

    2.3.1.  À la découverte des Treg  

Des études antérieures ont rapporté que la thymectomie néonatale de différentes lignées de 

souris entrainait des réponses auto-immunes dans divers organes (Nishizuka and Sakakura, 

1969; Kojima et al., 1976).  Par la suite, Sakaguchi et son groupe ont démontré que l’injection 

de LT CD4+ pouvait prévenir le développement de l’auto-immunité chez les souris 

thymectomisée (Sakaguchi et al., 1982). Ces résultats ont ainsi démontré l’existence d’une 

population de LT CD4+ dérivés du thymus qui possédait des propriétés immunosuppressives 

(Sakaguchi et al., 1982). D’autres études ont démontré que le pouvoir immunosuppressif 

provenait au sein de la population CD4+CD5high ou des CD4+CD45RBlow (Powrie and Mason, 

1990; Sakaguchi et al., 1985). En 1995, Sakaguchi a fait une découverte remarquable dans la 

caractérisation des Treg en identifiant le récepteur CD25 sur les cellules CD4+ 

immunosuppressives. En effet, le transfert de LT dépourvus de LT CD4+CD25+ était incapable 

de prévenir la maladie auto-immune chez les souris athymiques alors que le co-transfert d’une 

petite quantité de LT CD4+CD25+ prévenait la maladie (Sakaguchi et al., 1995). Cette capacité 
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suppressive a été également démontrée in vitro à partir de culture de cellules CD4+CD25- 

activées avec un anticorps anti-CD3 en présence de cellules immunosuppressives 

CD4+CD25+.  Les résultats montraient que la présence de cellules immunosuppressives 

CD4+CD25+ inhibait la prolifération et la production d’IL-2 par les LT CD4+CD25- (Thornton 

and Shevach, 1998). Il est important de souligner que les travaux initiaux pour caractériser les 

Treg ont été menés dans des modèles murins et ce n’est qu’en 2001, que les Treg humains ont 

été identifiés avec des modèles in vitro montrant l’expression du récepteur CD25 et 

l’importance de l’IL-2 (Ng et al., 2001).  

Une étape cruciale dans la caractérisation des Treg fut l’identification de FOXP3, un membre 

de la famille des facteurs de transcription codé par le chromosome X, devenu marqueur 

spécifique des Treg.  Une anomalie de l’expression ou de la fonction de FOXP3 est associée 

au développement spontané d’une maladie auto-immune fatale chez la souris Scurffy 

(Godfrey et al., 1991; Brunkow et al., 2001). Chez l’humain, une mutation FOXP3 est 

responsable du syndrome IPEX (dysrégulation immunitaire, polyendocrinopathie, 

entéropathie, liée à l'X), une maladie auto-immune systémique grave (Bennett et al., 2001; 

d'Hennezel et al., 2009). 

La contribution de FOXP3 a été décrite dans le développement et la fonction suppressive des 

Treg naturels (nTreg) mais également dans l’induction périphérique des Treg (Hori et al., 

2003; Fontenot et al., 2003; Ramsdell, 2003; Baecher-Allan et al., 2004).  Les Treg se 

subdivisent en deux sous-groupes : 1) les LT CD4+CD25+ dits « naturels » qui sont générés 

dans le thymus, 2) Les Treg périphériques (pTreg) qui sont induites à partir de l’activation de 

LT CD4+CD25-FOXP3- naïfs sous l’influence de cytokines comme l’IL-10 et le TGF-β 
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(Apostolou and von Boehmer, 2004). Ces 2 populations participent au maintien de la tolérance 

au soi.  

 

    2.3.2. La différenciation des nTreg 

L’origine thymique des Treg fut identifiée à partir de l’expérience de thymectomie néonatale, 

dans laquelle le retrait du thymus au jour 3 contrairement au jour 7 post-natal, entraîne le 

développement spontané d’une maladie auto-immune (Nishizuka and Sakakura, 1969; Asano 

et al., 1996). Ces résultats ont permis de démontrer la migration des nTreg thymus vers la 

périphérie après le jour 3 post-natal et leur rôle crucial dans la tolérance au soi (Fontenot et 

al., 2005). Les Treg CD4+CD25+FOXP3+ représentent environ 4% des CD4+SP thymiques 

(Fontenot et al., 2005; Apostolou and von Boehmer, 2004).  

 

2.3.2.1. Rôle des CD et mTEC dans la différenciation des Treg 

	

Des travaux ont démontré la contribution essentielle des mTEC dans la sélection des Treg 

chez les souris transgéniques exprimant un TCR spécifique pour un autoantigène dont 

l’expression est contrôlée par le promoteur du gène Aire (Aschenbrenner et al., 2007; 

Hinterberger et al., 2010). L’absence d’expression du CMH II sur les mTEC diminue le 

nombre de Treg en périphérie (Herbin et al., 2016). Ces observations supportent la 

contribution essentielle des mTEC pour la différenciation des Treg.  

Les CD thymiques sont également importants pour le développement des Treg. Des 

expériences faites à partir de chimères hématopoïétiques (générées par une greffe de la moelle 
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osseuse CMH II-/- dans des souris WT irradiées) ont démontré une réduction significative des 

nTreg et l’apparition d’une maladie auto-immune systémique (Proietto et al., 2008b). Dans 

une autre étude, les auteurs ont montré que les CD CD8-Sirp-α+ capturaient les autoantigènes 

en périphérie et migraient dans le thymus pour induire les nTreg (Proietto et al., 2009). 

L’utilisation de souris dépourvues de mTEC et/ou de CD CD8α+ a aussi permis de démontrer 

un rôle important des CD CD8α+ dans la production de nTreg (Herbin et al., 2016). Pour les 

pDC, leur contribution pour développement des nTreg est bien établie chez l’humain (Martin-

Gayo et al., 2010). Ainsi l’ensemble de ces études supporte l’existence d’une étroite 

collaboration entre les CD et les mTEC dans le développement des Treg.  

 

2.3.2.2. Spécificité du TCR des Treg 

	

Les nTreg seraient sélectionnés à partir d’un processus de « déviation clonale » qui oriente la 

différentiation des LT CD4+ autoréactifs en Treg ou bien en d’autres lignées tel que les 

cellules NKT et les CD8αα IEL. Face à ces différentes orientations, il devenait essentiel 

d’identifier le ou les facteurs impliqués dans la différentiation des thymocytes potentiellement 

autoréactifs en Treg. 

A ce jour, 2 modèles ont été proposés : le modèle instructif et le modèle sélective / 

stochastique. Le modèle instructif a trait à la qualité et à la puissance de la signalisation du 

TCR en réponse à un peptide du soi agoniste. Dans ce modèle, la différenciation des Treg est 

guidée par la spécificité et l’affinité du TCR pour les complexes peptide du soi-CMH 

présentés par les mTEC. Les indications selon lesquelles les Treg expriment 

préférentiellement des TCR dirigés vers des antigènes du soi, proviennent d’études effectuées 



	
	

	69	

sur des souris transgéniques. Dans ces modèles, l’absence d’antigène spécifique au TCR 

expliquerait l’absence de production de Treg (Itoh et al., 1999). Au contraire, les souris qui 

expriment à la fois le transgène du TCR et l'antigène reconnue par le TCR produisent des Treg 

(Jordan et al., 2001; Apostolou et al., 2002; D'Cruz and Klein, 2005; Kawahata et al., 2002; 

Knoechel et al., 2005). Ainsi la présence du peptide agoniste serait un facteur clé qui détermine 

l’orientation des Treg. Cependant dans certains modèles transgéniques, malgré la présence de 

l’antigène en périphérie, les thymocytes subissaient une délétion clonale plutôt qu’une 

différenciation en Treg (Hsieh et al., 2012). Le consensus actuel repose sur le modèle instructif 

qui suggère que la différenciation en Treg serait guidée par des interactions TCR-peptides du 

soi-CMH mais avec une intensité modérée. 

Le modèle sélectif/stochastique propose que d’autres signaux seraient intégrés à celui du TCR 

afin de favoriser une différentiation vers les Treg. Des études ont montré que les thymocytes 

FOXP3+ étaient intrinsèquement plus résistants à la délétion clonale et que l’induction de 

l’expression de FOXP3 était indépendante du signal TCR (van Santen et al., 2004).  

Le rôle des cytokines et de la costimulation pourrait être important dans la différenciation des 

Treg (Tai et al., 2005; Burchill et al., 2008; Lio et al., 2010; Hinterberger et al., 2011). Des 

cytokines de la famille à chaine-γ, telles que l’IL-2 et l’IL-15 seraient impliqués à différents 

niveaux dans la différenciation thymique des Treg (Lio and Hsieh, 2008; Burchill et al., 2007; 

Owen et al., 2018; Apert et al., 2018; Caramalho et al., 2015). Également l’IL-7, une cytokine 

cruciale pour la thymopoïèse (un point qui sera détaillé dans la section suivante) semblerait 

être essentielle lors de la différenciation des T reg (Wuest et al., 2008}. 
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3. L’IL-7 : Cytokine indispensable pour la thymopoïèse et 
l’homéostasie des lymphocytes T en périphérie 

	

3.1. Généralités 

L'IL-7 est une cytokine essentielle pour la lymphopoïèse B et T (von Freeden-Jeffry et al., 

1995). L’IL-7 est reconnue comme la cytokine principale pour la thymopoïèse et la survie des 

LT en périphérie. L'interleukine-7 signale sur les cellules cibles par sa liaison à son récepteur 

(IL-7Rα) qui est un hétérodimère composé d’une chaine alpha (CD127) et d’une chaine 

gamma (γc ou CD132) qui est partagée par les récepteurs de l’IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et 

IL-21 (Leonard et al., 1995; Fry and Mackall, 2002; Barata et al., 2019). L’IL-7Rα est 

principalement exprimée par les LT et LB matures et leurs progeniteurs, les LT naïfs et LT 

mémoires, les CD, les NK et les LTi (Fry and Mackall, 2002; Mazzucchelli and Durum, 2007; 

Barata et al., 2019). Le rôle essentiel de l’IL-7 dans la lymphopoïèse et l’homéostasie des LT 

et LB est très bien illustré par la lymphopénie de LT sévère observée chez les souris déficientes 

en IL-7 ou IL-7Rα (Peschon et al., 1994; von Freeden-Jeffry et al., 1995). Chez l’humain, des 

anomalies de l’axe IL-7 / IL-7Rα induites par une mutation de la chaine γc, sont associées à 

l'immunodéficience combinée sévère (SCID) liée à l’X ou rarement à une mutation du 

récepteur qui se traduit aussi par un syndrome SCID (Lai et al., 1997; Puel et al., 1998). 

 

Chez l’homme, le gène qui code pour l’IL-7 s’étend sur 72 kb et se situe au niveau du 

chromosome 8q12-13, il code pour une protéine de 177 acides aminés ayant un poids 

moléculaire de 20 kDa. Chez la souris, le gène de l'IL-7 se situe sur le chromosome 3 et code 

pour une protéine de 154 acides aminés avec un poids moléculaire de 18 kDa (Jiang et al., 
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2005).  Depuis la découverte de l’IL-7, différentes techniques ont été utilisées pour 

caractériser les cellules qui produisent de l’IL-7. Sachant que l'ARNm et la protéine de l'IL-7 

sont exprimés à des niveaux très faibles, la quantification et la caractérisation des potentielles 

sources n’étaient pas très exhaustives. L’utilisation de souris transgénique avec un gène 

rapporteur sous le contrôle du promoteur du gène IL-7 a permis de mettre en lumière les 

cellules qui produisent de l'IL-7 (Alves et al., 2009; Mazzucchelli et al., 2009; Repass et al., 

2009) (Shalapour et al., 2010; Hara et al., 2012). Plusieurs de ces travaux ont confirmé que la 

source principale d’IL-7 était d’origine non-hématopoïétique et majoritairement produite par 

les cellules stromales de divers organes (Fry and Mackall, 2005). Une source d’IL-7 d’origine 

hématopoïétique a été rapportée par d’autres études, notamment par les CD (Sorg et al., 1998; 

Zubkova et al., 2005; Guimond et al., 2009). Au niveau de la moelle osseuse, les cellules 

stromales représentent une grande source d’IL-7 (Mazzucchelli et al., 2009). Au niveau de la 

périphérie, dans les ganglions lymphatiques, une expression de l’IL-7 est bien caractérisée au 

niveau des cellules réticulaires fibroblastiques de la zone T (FRC) soutenant l’homéostasie 

des LT (Link et al., 2007). Dans l’intestin, il a été montré que ce sont les cellules épithéliales 

intestinales (IEC) qui produisent de l’IL-7, une source impliquée dans la régulation du système 

immunitaire mucosale notamment dans le développement et l’homéostasie des LTγδ+ et des 

lymphocytes intraépithéliaux (IEL) (Laky et al., 2000; Watanabe et al., 1995). L'IL-7 serait 

également exprimée par les kératinocytes épidermiques ainsi que dans le foie (Matsue et al., 

1993; Hara et al., 2012).  Au niveau du thymus, l’expression de l’IL-7 est détectée dans les 

TEC et dans les cellules mésenchymateuses (Watanabe et al., 1992; Hara et al., 2012).  
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3.2.Signalisation de l’IL-7 

 

     Figure 1.9 : Voies de signalisation de l’IL-7. 
 

La liaison de l’IL-7 sur son récepteur IL-7Rα induit différentes voies de signalisation qui soutiennent 

l'homéostasie des lymphocytes T en favorisant la survie, migration, régulation du cycle cellulaire et 

le métabolisme.	 Reprinted with permission from Springer Nature: Nature Reviews Immunology 

(Takada and Jameson, 2009a), Copyright © 1969, Springer Nature. License number : 4906620984586 

 

 

L'IL-7 signale sur les cellules cibles via sa liaison à l’IL-7Rα et le récepteur γc qui est commun 

à plusieurs cytokines. La liaison de l’IL-7 sur l’IL-7Rα, induit une hétérodimérisation avec la 

chaine γ (Fry and Mackall, 2005; Jiang et al., 2005). L’hétérodimérisation entraine 

l’association de la partie intramembranaire du récepteur avec les protéines kinases Jak1 et 
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Jak3 qui subissent une phosphorylation (Witthuhn et al., 1994). Deux voies de signalisation 

de l’IL-7 ont été décrite : la voie Jak-Stat et la voie phosphoinositide 3 kinase (PI3K-AKT).  

L’activation de JAK1 et JAK3 entraine la phosphorylation et la translocation nucléaire de 

STAT5 afin d’induire l’expression de gènes cibles impliqués dans la survie et la prolifération 

des LT. STAT5 régule l’expression de protéines anti-apoptotiques tel que Bcl-2 et Bcl-XL 

alors que l’induction de MCL-1 par STAT5 inhibe l’action de facteurs pro-apoptotiques tel 

que Bim et Bid. L’IL-7 peut également activer la voie de signalisation de PI3K (Swainson et 

al., 2007). Une molécule effectrice clé intervenant suite à l’activation de la PI3K est l’AKT, 

une kinase impliquée en amont de diverses voies de signalisation contrôlant la survie, la 

migration et le métabolisme cellulaire des LT. L’action d’AKT sur le métabolisme implique 

la voie Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) qui régule le récepteur du glucose Glut1 et 

favorise l'absorption du glucose essentiel au maintien du développement et de l'homéostasie 

des LT (Wofford et al., 2008;  MacIver et al., 2013) 

L’activation d’AKT est aussi impliquée dans la migration cellulaire via la phosphorylation de 

FOXO1, une protéine impliquée dans l’expression/répression de CCR7 et CD62L (Kerdiles 

et al., 2009). Par conséquent, suite à sa phosphorylation, FOXO1 devient inactive et la perte 

de l’expression de CCR7 et CD62L réduit l’accessibilité des LT aux organes lymphoïdes 

secondaire.   

AKT peut également réduire l’apoptose des LT en phosphorylant et inactivant la protéine pro-

apoptotique Bad. Dans des conditions physiologiques normales, les taux systémiques d'IL-7 

sont bas puisque l’IL-7 est consommée par les LT. En situation de lymphopénie, les niveaux 

d’IL-7 augmentent significativement en réponse à l’absence de LT.  
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3.3. Rôle de l’IL-7 dans le thymus  

Dans le thymus, l’IL-7Rα est exprimé à différents stades de la thymopoïèse.  L'IL-7Rα est 

exprimé fortement sur les thymocytes DN2 et DN3 et permet la survie des DN3 après la 

sélection beta (von Freeden-Jeffry et al., 1997). L’IL-7 demeure importante pour la transition 

des thymocytes DN vers DP.  Au cours de la phase initiale du stade DP l'expression de l’IL-

7Rα est réprimée ce qui coïncide avec la sélection positive, un stade pendant lequel une 

majorité des thymocytes entrent en apoptose (Hong et al., 2012). Après la sélection positive, 

les thymocytes réexpriment l’IL-7Rα où l’IL-7 serait requise non seulement pour la survie 

mais également pour la différentiation en simple positif CD4 vs CD8 (Brugnera et al., 2000; 

Yu et al., 2003; Singer et al., 2008). Les SP CD4+ et CD8+ expriment fortement l’IL-7Rα et 

l'IL-7 favorise leur survie et leur prolifération homéostatique. A leur sortie du thymus, les 

thymocytes sont appelés « recent thymic emigrant » et expriment des niveaux élevés d’IL-

7Rα. En périphérie, l’IL-7 constitue la principale cytokine qui régule la survie et la 

prolifération homéostatique des LT CD4+ et CD8+.  

 

4. Homéostasie des lymphocytes T 
	

Chez l’humain et la souris, la taille et la diversité du répertoire des LT sont maintenues tout 

au long de la vie des individus. Après la sélection thymique, les SP CD4+ et CD8+ matures se 

retrouvent en périphérie, ces LT sont identifiés comme étant des LT naïfs dans la mesure où 

ils n’ont pas encore reconnu un antigène spécifique. L’exposition et la reconnaissance à 

l’antigène spécifique vont induire l’activation des LT initialement naïfs et la différenciation 

en LT effecteurs nécessaires à l'élimination du pathogène. Une petite fraction des LT persiste 
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indéfiniment en tant que des LT mémoires. Différents marqueurs permettent de distinguer des 

cellules naïves (CD62L+CD44-CD45RB+) des cellules activées (CD44+CD62L-CD45RB-) et 

des cellules effectrices (CD44+CD62L+) (Tough and Sprent, 1994). En condition normale, les 

LT naïfs prolifèrent très peu et les niveaux physiologiques d’IL-7 en combinaison avec une 

stimulation suboptimale du TCR permettent de maintenir l’homéostasie des LT (Figure 1.10). 

Suite à une déplétion des LT, l’accessibilité pour les molécules du CMH I et II et les niveaux 

systémiques d’IL-7 augmentent considérablement, ce qui favorise la prolifération des LT 

CD4+ et CD8+. Cette prolifération exagérée a pour but de rétablir le nombre de LT à des 

niveaux normaux.  Ainsi, malgré le rôle essentiel du thymus pour générer un large répertoire 

de LT, des mécanismes homéostatiques périphériques sont en place afin d’assurer le maintien 

constant du nombre de LT ou de rétablir l’homéostasie lymphocytaire après un épisode 

lymphopénique.  Avec l’âge et l’involution thymique qui survient relativement tôt chez 

l’humain, les mécanismes périphériques deviennent essentiels afin de d’assurer le maintien de 

l’homéostasie lymphocytaire.  
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     Figure 1.10 : Facteurs qui influencent l’homéostasie des lymphocytes T. 

 
IL, interleukine; TCR, récepteur des lymphocytes T.	Reprinted with permission from Springer Nature: 

Nature Reviews Immunology (Takada and Jameson, 2009a), Copyright © 2002, Springer Nature. 

License number: 4906630714584 

 

 

4.1. Les lymphocytes T naïfs 

En périphérie, l’homéostasie des LT naïfs requiert une stimulation suboptimale constante du 

TCR par les complexes peptide du soi - CMH ainsi que l’IL-7 (Figure 1.10) (Tan et al., 2001;  

Surh and Sprent, 2008). Des études ont démontré une altération de la survie des LT CD4+ 

matures chez les animaux dépourvus de molécules CMH de classe II (Takeda et al., 1996) 

(Kirberg et al., 1997; Rooke et al., 1997). Des résultats similaires ont aussi été obtenus pour 

les LT CD8+ chez les souris receveuses CMH I-/- (Tanchot et al., 1997; Nesic and 

Vukmanovic, 1998; Takada and Jameson, 2009b), ce qui démontre clairement le rôle 

important de la stimulation du TCR par les molécules du CMH pour la survie et le maintien 
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des LT naïfs CD4+ et CD8+ en périphérie. D’autres études ont utilisé des LT transgéniques 

avec un TCR inductible par la tétracycline pour démontrer l’importance de la stimulation du 

TCR pour la survie et le maintien des LT naïfs CD4+ et CD8+ (Labrecque et al., 2001; Seddon 

and Zamoyska, 2002b). Alors que la molécule du CMH II est largement retrouvée sur les 

CPA, l’expression de la molécule du CMH I est ubiquitaire. Des études effectuées dans notre 

laboratoire ont montré que les CD étaient essentiels pour la prolifération homéostatique des 

LT CD4+ (Gauthier et al., 2015). Pour les LT CD8+, nos études indiquent que les CD seraient 

suffisantes mais non essentielles pour supporter la prolifération homéostatique de ces cellules 

(Gauthier et al., 2019)  

L’IL-7 est aussi un facteur essentiel pour les LT naïfs. En effet, le transfert adoptif de LT 

CD4+ et CD8+ se traduit par une disparition rapide de ces cellules lorsqu’elles sont transférées 

dans des souris receveuses IL-7-/- (Surh and Sprent, 2005). L’ensemble de ces évidences 

démontre l’importance de la stimulation du TCR et de la signalisation de l’IL-7 pour le 

maintien et la survie des LT naïfs CD4+ et CD8+. 

 

 4.2. Les lymphocytes T mémoires 

Des différences pour les facteurs homéostatiques qui régulent les LT mémoires CD4+ versus 

LT CD8+ ont été décrites. La stimulation du TCR serait importante pour les LT CD4+ 

mémoires alors qu’elle serait non essentielle pour les LT mémoires CD8+ (De Riva et al., 

2007 ; Murali-Krishna et al., 1999; Lau et al., 1994). Malgré tout, d’autres études suggèrent 

que les LT CD4+ pourraient survivre en absence de stimulation du TCR et que l’IL-7 serait 

suffisant pour leur homéostasie (Seddon et al., 2003). Pour les LT mémoires CD8+, l’IL-15 



	
	

	78	

serait le facteur prédominant qui régule l’homéostasie de ces cellules (Zhang et al., 1998; 

Lodolce et al., 1998; Kennedy et al., 2000). Malgré tout, il semble que l’IL-7 pourrait aussi 

affecter la survie des cellules mémoires mais à un niveau beaucoup moins important que l’IL-

15 (Schluns et al., 2000; Schluns and Lefrançois, 2003). Le modèle proposé pour 

l’homéostasie des LT mémoires CD8+ serait que l’IL-15 est essentiel alors que l’IL-7 ne serait 

pas essentiel mais suffisant pour maintenir les LT mémoires (Tan et al., 2002; Kieper et al., 

2002) 

 

4.3 Lymphopénie et PH : un terrain fertile pour l’auto-immunité 

La reconstitution des LT après une lymphopénie peut s’effectuer via la thymopoïèse ou la 

prolifération homéostatique (PH) des LT matures (Mackall et al., 1996; Mackall et al., 1995). 

Dans la majorité des cas cliniques de lymphopénie, la thymopoïèse n’est pas une option à 

cause de l’âge du patient et/ou des traitements de chimiothérapie qui affectent 

considérablement le thymus (Mackall et al., 1995; Mackall et al., 1997). Dans ce contexte, la 

reconstitution immunitaire s’effectue de façon prédominante via la PH. La PH implique une 

prolifération exagérée des LT qui répondent aux antigènes du soi et aux niveaux élevés d’IL-

7 (Ernst et al., 1999; Kieper et al., 2005; Schluns et al., 2000; Tan et al., 2001). L’absence de 

LT pour consommer l’IL-7 favorise l’accumulation de cette cytokine. Pour des raisons encore 

largement inconnues, la lymphopénie pourrait prédisposer aux maladies auto-immunes et 

l’abondance des ressources homéostatiques pourrait être en cause dans ce phénomène 

(Gleeson et al., 1996; King et al., 2004; Krupica et al., 2006; Merayo-Chalico et al., 2016). 

Dans un équilibre physiologique normal, bien que l’homéostasie des LT met en jeu des 

interactions continuelles avec les antigènes du soi, la compétition pour l’accès aux ressources 
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homéostatiques inhibe la PH des LT. Chez les individus non-lymphopéniques, les LT 

survivent mais ne prolifèrent pas.  

 

  5. Les Treg dans la tolérance périphérique  
	

5.1. Les nTreg versus les iTreg  

Les Treg occupent un rôle important dans le maintien de l’homéostasie, le contrôle de la 

réponse immunitaire et la prévention des maladies auto-immunes, telles que le diabète de type 

(DT1), la polyarthrite rhumatoïde (PR), la sclérose en plaque (SEP) (Sakaguchi et al., 2012; 

Coombes et al., 2005; Sakaguchi et al., 2001). Alors que les nTreg sont sélectionnés dans le 

thymus en réponse aux antigènes du soi. Les Treg inductibles (iTreg) sont générés en 

périphérie à partir de LT CD4+ matures (Apostolou and von Boehmer, 2004; Curotto de 

Lafaille et al., 2004). Cette différenciation des LT CD4+ conventionnels en iTreg, survient 

après une stimulation antigénique en périphérie en présence d’une combinaison de cytokines 

spécifiques incluant du TGF-β et de l’IL-2 (Chen et al., 2003; Apostolou and von Boehmer, 

2004; Fantini et al., 2004; Rubtsov and Rudensky, 2007; Zheng, Wang et al. 2007). Par 

ailleurs, il a été démontré que l’acide rétinoïque favoriserait l’induction de Treg en périphérie 

(Coombes et al., 2007; Xiao et al., 2008).  

Sur le plan fonctionnel, des travaux ont évalué la contribution des sous-types de Treg dans le 

contrôle de la réponse immunitaire. Pour la colite inflammatoire, une synergie entre les iTreg 

et les nTreg a été démontrée (Haribhai et al., 2009). Chez la souris Foxp3 -/-, les nTreg peuvent 

prévenir la mort de la souris mais demeurent insuffisant pour prévenir l’inflammation 

chronique qui nécessite l’ajout de iTreg (Haribhai et al., 2011). Ces observations soutiennent 
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un modèle où les nTreg et iTreg auraient une certaine complémentarité dans leur action. Dans 

ce contexte, les nTreg contrôleraient la tolérance aux autoantigènes, puisqu’ils possèdent des 

TCR qui reconnaissent le soi d’une certaine affinité alors que les iTreg contrôleraient la 

réponse aux antigènes étrangers dérivés du microbiote commensal, du régime alimentaire et 

de divers agents pathogènes.  

 

De nombreuses investigations en quête de marqueurs de Treg plus spécifiques ont permis de 

caractériser l’expression de divers marqueurs. Les nTreg et iTreg partagent une signature 

moléculaire et phénotypique similaire, notamment une forte expression de FOXP3, des 

molécules costimulatrices / coinhibitrices (CD28, CTLA-4, LAG-3, ICOS et PD-1, etc.), des 

récepteurs de la famille des récepteurs du TNF tels que, GITR, OX40. En revanche, les 

marqueurs Helios et Nrp1 (Neuropilin-1) seraient exprimés de façon plus importante chez les 

nTreg (Haribhai et al., 2009; Thornton et al., 2010; Weiss et al., 2012; Yadav et al., 2012). 

Par contre, l’expression différentielle d’Helios et de Nrp1 demeure controversée 

puisqu’Helios est aussi exprimé par les LT activés (Akimova et al., 2011; Singh et al., 2015). 

Cependant la majorité des thymocytes CD4+FOXP3+ expriment constitutivement des niveaux 

élevés de Helios et de Nrp-1 (Weiss et al., 2012). Finalement, une population de iTreg 

n’exprimant ni Hélios ni Nrp-1 exercerait un contrôle de la réponse immunitaire des LB via 

des interactions PD1/PD-L1 (Gotot et al., 2018). Ainsi les marqueurs pour distinguer les nTreg 

des iTreg restent à ce jour encore très controversés.  
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    5.2. Mécanismes suppressifs des Treg  

La fonction suppressive des Treg implique quatre grands mécanismes : la libération de 

cytokines inhibitrices, la cytolyse, une perturbation métabolique et l’inhibition de la fonction 

et de la maturation des CD. (Figure 1.11) 

 

     Figure 1.11 : Effets immunosuppresseurs des lymphocytes T régulateurs. 
 

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) contrôlent le développement des réponses immunitaires via 

quatre principaux mécanismes (a) Inhibition par sécrétion de cytokines immunosuppressives telles que 

l’IL-10, le TGF-bêta et l’IL-35. (b) Inhibition de la maturation et la fonction des CD via les interactions 

CTLA-4, Nrp-1 et LAG-3 exprimés par les Treg avec des molécules exprimées par les APC (c) 

Perturbation métabolique des LT effecteurs par la privation de l’IL-2.  Les Treg expriment des 

ectoenzymes CD39 et CD73 qui catabolisent la production extracellulaire d’adénosine ce qui induit 

l’activation du récepteur A2A de l’adénosine inhibant la fonction des LT effecteurs. (d) Destruction 

des LT effecteurs par la production de granzyme B ou via l'interaction entre Gal-9 exprimé par les 

Tregs et Tim-3 exprimée par les LT effecteurs. Tiré de Pedros et al., 2016   
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Les Treg secrètent des cytokines immunosuppressives telles que l’IL-10, le TGF-b et l’IL-35. 

La sécrétion d'IL-10 par les Treg inhibe la synthèse des cytokines pro-inflammatoires (telles 

que l’IL-6 et IL-2) et l'expression du CMH II par les CD, empêchant ainsi la présentation 

antigénique. La sécrétion d'IL-10 par les Treg est essentielle au contrôle de la réponse 

inflammatoire intestinale. Une déficience en IL-10 aggrave la colite inflammatoire (Asseman 

et al., 1999; Uhlig et al., 2006). La sécrétion d'IL-35 intervient dans l'induction des Treg à 

partir des LT CD4+ conventionnels, tout en inhibant la prolifération des LT (Collison et al., 

2010).   

 

Un des mécanismes suppresseurs utilisé par les Treg est la cytolyse qui supprime la réponse 

immunitaire via la destruction des LT effecteurs suite à un contact cellule-cellule. Au cours 

de l’interaction Treg/LT effecteurs, il y a exocytose de granzymes et de perforines libérés par 

les Treg dans le milieu extracellulaire des LT effecteurs (Gondek et al., 2005; Cao et al., 2007). 

Les Treg peuvent également réduire l’accessibilité à l’IL-2 des LT effecteurs via leur forte 

expression de CD25 qui favorise une consommation excessive d’IL-2 locale, ce qui réduirait 

considérablement l’expansion clonale du LT activé (Pandiyan et al., 2007). La production 

d’adénosine par les Treg abolirait la fonction effectrice des LT via l’activation du récepteur 

A2A de l’adénosine. L’activation du récepteur A2A favoriserait la génération des iTreg en 

inhibant l’expression d’IL-6 tout en favorisant la production de TGF-β.  

Les Treg pourraient aussi interférer avec la maturation des CD via une liaison entre CTLA-4 

exprimé par les Treg au complexe CD80 / 86 exprimés par les APC. Des études ont démontré 

une altération de la fonction suppressive des T reg déficients en CTLA-4 (Wing et al., 2008; 

Tai et al., 2012). Le CTLA-4 exprimé par les Treg compétionnerait avec le CD28 exprimé par 
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les LT effecteurs, ce qui aurait un effet négatif sur la réponse immunitaire.  Aussi, la liaison 

de CTLA-4 à CD80 / CD86 pourrait induire l'expression de l'indoleamine 2,3-dioxygénase 

par les CD et affecter leur pouvoir stimulateur de la réponse immunitaire.   

L’expression de LAG-3 par les Treg affecterait aussi la maturation et la fonction des CD. 

LAG-3 est capable de lier les molécules du CMH de classe II des CD immatures, ce qui aurait 

pour effet de réduire la maturation des CD et leur capacité à stimuler les LT (Huang et al., 

2004; Liang et al., 2008).   

Les Treg pourraient également affecter la fonction des CD, via une expression élevée de LFA-

1 sur les Treg ce qui favoriserait une forte adhésion des Treg aux CD et cette adhésion 

modifierait le cytosquelette des CD, limitant ainsi les contacts CD/ LT conventionnels (Chen 

et al., 2017). Récemment il a été démontré que les Treg peuvent induire une suppression de la 

réponse des LT conventionnels suite à une déplétion du complexe CMH-peptide exprimé au 

niveau des CD (Akkaya et al., 2019).  

Dans l'ensemble, les Treg utilisent divers mécanismes pour contrôler ou inhiber les réactions 

immunitaires pathologiques. Dans cette fonctionnalité aussi, une suractivation des Treg peut 

également empêcher une réponse immunitaire adaptée contre certains agents pathogènes ou 

certaines tumeurs. 
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6. Auto-immunité : rupture des mécanismes de la tolérance   
du système immunitaire et perturbation de l’homéostasie 
des lymphocytes T 

	

6.1. Généralités 

Les mécanismes de tolérance centrale et périphérique sont présents pour contrôler la réponse 

immunitaire des LT et la rupture de l’un de ces mécanismes conduit à l’auto-immunité. 

L’auto-immunité est une réponse immunitaire aberrante des LT et des LB autoréactifs. Les 

maladies auto-immunes ont une prévalence allant de 7 à 9 % dans la population, avec une 

prévalence plus élevée chez la femme que chez l’homme causant une morbidité et une 

mortalité considérable (Theofilopoulos et al., 2017). Les maladies auto-immunes sont classées 

en deux catégories : les maladies spécifiques à un organe et les maladies auto-immunes 

systémiques ou disséminées (Figure 1.12). Les maladies spécifiques d’organe impliquent une 

réponse autoréactive contre un autoantigène localisé dans un organe spécifique. Par exemple 

le diabète de type 1 (DT1) qui se caractérise par une infiltration de lymphocytes dans les îlots 

de Langerhans dans le pancréas, provoquant une destruction des cellules β productrices 

d'insuline (Foulis, 1987; Atkinson et al., 2014). Aussi, la SEP qui se manifeste suite à une 

réponse immunitaire dirigée contre les autoantigènes du système nerveux central (SNC) 

(Herold et al., 2013; Wootla et al., 2012).  

Les maladies auto-immunes systémiques sont associées à l’activation des cellules 

immunitaires suite à une reconnaissance inappropriée d’autoantigènes spécifiques ou répartis 

dans divers tissus à l’origine d’une inflammation causant des lésions multi-tissulaires. Un 

exemple de maladie auto-immune systémique très étudiée dans la littérature est le SLE (lupus 

érythémateux systémique) qui est une maladie auto-immune qui touche plusieurs organes, 
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notamment la peau, les articulations, le système nerveux central et les reins (Doria et al., 

2006). Les mécanismes initiateurs des maladies auto-immunes sont encore loin d’être bien 

définis, cependant il est connu que des facteurs génétiques, environnementaux, des agents 

infectieux et/ou des microorganismes commensaux seraient impliqués dans la pathogenèse de 

ces maladies. 

 

       
     Figure 1.12 : Maladies auto-immunes systémiques et spécifiques à un organe.  

 
Plusieurs maladies auto-immunes spécifiques à divers organes (à gauche). Les maladies auto-immunes   
provenant de plusieurs organes (au centre) et les maladies auto-immunes systémiques sont indiquées (à 
droite) tiré de Mbongue,	Nicholas	et	al.	2014.		

	

 

 

6.2. Les lymphocytes T dans l’auto-immunité 

Il est généralement admis que les LT autoréactifs jouent un rôle central dans l'initiation et la 

progression de plusieurs maladies auto-immunes dont les dommages tissulaires peuvent être 
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médiés par les LT auxiliaires CD4 + et/ou les LT cytotoxiques CD8+. Toutefois dans la quasi-

totalité des manifestations auto-immunes, les LT CD4+ sont fortement impliqués. 

 

6.2.1. Les lymphocytes T CD8 + dans l’auto-immunité 

Les LT CD8+, également appelés lymphocytes T cytotoxiques (CTL), sont un sous-type de 

LT, qui contrôlent les infections, le processus tumoral, l’autoréactivité par la production 

robuste IFN-γ et des mécanismes cytolytiques : perforine / granzymes ou FAS/FASL.  

Plusieurs recherches ont montré que les LT CD8+, sont également impliqués dans diverses 

maladies auto-immunes, notamment dans le DT1, il est souvent observé une infiltration 

massive de LT CD8+ dans le pancréas ainsi que des clones de LT CD8+ autoréactifs circulants 

ayant la même spécificité antigénique que les LT CD8+ qui s'infiltrent dans le pancréas (Jorns 

et al., 2005; Willcox et al., 2009) 

Dans la SEP, plusieurs groupes ont identifié une accumulation de LT CD8+ avec un phénotype 

activé / mémoire dans le tissu du système nerveux central (SNC) et le liquide céphalorachidien 

(LCR) ainsi que des clones circulants dans le sang de patients atteints de SEP provoquant une 

inflammation et des dommages du SNC (Jacobsen et al., 2002; Skulina et al., 2004; Friese and 

Fugger, 2009; Huseby et al., 2012). Dans la polyarthrite rhumatoïde (PR), les LT CD8+ font 

partie des LT s’infiltrant dans la membrane synoviale (Raposo et al., 2010). Chez les patients 

atteints de la myasthenie de Grave, une augmentation des LT CD8+ a été observée (Yi et al., 

2014). Dans le contexte de la colite inflammatoire et la maladie de Crohn, les LT CD8+ ont 

été caractérisés dans l’induction des lésions intestinales via leur fonction cytolytique contre 

les cellules épithéliales (Nancey et al., 2006; Boschetti et al., 2016). Le rôle néfaste des LT 

CD8+ observé dans les maladies auto-immunes est d’autant plus démontré par plusieurs 



	
	

	87	

groupes qui ont rapporté un effet bénéfique de la déplétion des LT CD8+ avec des anticorps 

monoclonaux qui semblent réduire la gravité et inverser la progression de certaines maladies 

auto-immunes (Reynolds et al., 2002; Raposo et al., 2010).  

 

6.2.2. Les lymphocytes T CD4+ dans l’auto-immunité  

Dans l'immunité adaptative, les LT CD4+ occupent un rôle crucial par leur régulation à la fois 

de la réponse immunitaire cellulaire cytotoxique et par la production d'anticorps dépendants 

des LB.  L’activation des LT CD4+ naïfs induit une différenciation en LT effecteurs auxiliaires 

(Th) et en LT mémoires. Cette différenciation des LT CD4+est sous l'influence de plusieurs 

facteurs incluant les interactions avec les CPA, la nature de la stimulation antigénique, la 

signalisation des cytokines et les molécules costimulatrices. Les LT CD4+ engagés peuvent se 

différencier en cellules Th1, Th2, Th17, Th9, Th22, Tfh et Treg (Bettelli et al., 2007; 

Mosmann and Coffman, 1989; Zhou et al., 2009 ; Zou and Restifo, 2010). Le déséquilibre de 

la différenciation et/ou de l’activité des LT auxilliaires CD4+, joue un rôle essentiel dans le 

développement de maladies auto-immunes.  
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     Figure 1.13 : Différenciation des lymphocytes T CD4+ naïfs en périphérie. 
 

La différenciation de chaque sous-type de T helper (TH) ou Treg est guidée par une combinaison de 

cytokines et de facteurs de transcription spécifique : TH1: (IL-12/ T-bet), TH2 : (IL-4 /GATA-3), 

TH17 : (IL-17/ RORγt), Treg : ((TGFβ, IL6/ Foxp3).	Reprinted with permission from Springer Nature: 

Nature Reviews Immunology	(Zou and Restifo, 2010), Copyright © 1969, Springer Nature, Springer 

Nature. License number: 4906651276234 

 

 

6.2.2.1. Les lymphocytes T CD4+ de type Th1  

Les cellules Th1 sont induites en réponse à des agents pathogènes, tels que des infections 

virales, et sont caractérisées par la production et la libération d'interféron gamma (IFN-γ), 

l’IL-2, la lymphotoxine et le TNF-α. Les cellules Th1 sont principalement impliquées dans 

l'élimination des agents pathogènes intracellulaires.  

La différenciation des cellules Th1 est initiée par l'IFN-γ qui induit l'activation du (STAT1), 

ce qui entraine la transcription du gène codant pour T-bet : facteur de transcription spécifique 

de Th1(Hsieh et al., 1993; Szabo et al., 2000). T-bet stimule directement la transcription de 
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l’IFN-γ ainsi que de l'IL12RB2. La signalisation de l'IL12RB2 par l'IL-12 induit la 

phosphorylation de STAT-4 qui coopère avec T-bet pour activer le gène IFN-γ, ce qui amplifie 

la production d'IFN-γ et favorise l’engagement vers le phénotype Th1 (Yang et al., 1999; Jager 

and Kuchroo, 2010). La production d'IFN-γ par les Th1 favorise au niveau du site 

d’inflammation, la différenciation et l’activation des macrophages M1 et l'expression des 

molécules du CMH permettant ainsi une présentation antigénique accrue et une production 

massive des cytokines pro-inflammatoires.  

Un rôle central des cellules Th1 a été démontré dans les lésions tissulaires de nombreuses 

maladies auto-immunes. Dans la PR, le profil des cytokines observées dans la membrane 

synoviale, est de type Th1 (Dolhain et al., 1996). Dans le contexte de la SEP, des cytokines 

spécifiques associées aux cellules Th1 telle que l'IFN-γ, sont présentes dans les lésions 

inflammatoires du SNC chez l’humain ainsi que dans le modèle de l’encéphalomyélite auto-

immune expérimentale (EAE), qui est un modèle murin de la SEP (Traugott and Lebon, 1988). 

Il a été montré dans le modèle de l’EAE, qu’il est possible de récapituler la maladie à partir 

d’un transfert adoptif de cellules CD4+ Th1 spécifiques à la myéline dans des receveurs 

syngéniques sains (Yura et al., 2001; Lovett-Racke et al., 2011). Chez les personnes atteintes 

de maladie de Crohn ainsi que dans des modèles murins de colite inflammatoire, les cellules 

Th1 sembleraient être directement associées à la maladie (Li et al., 2017; Powrie et al., 1994) 

 

6.2.2.2. Les lymphocytes T CD4+ de type Th2  

Les cellules de type	 Th2 sont principalement impliquées dans la réponse immunitaire 

humorale et aident les LB à produire des anticorps. Les Th2 produisent des cytokines comme 

l’IL-4, l’IL-5, l’IL-10, l’IL-13 et le TNF-α.  
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La différenciation des Th2 est induite par l’IL-4 et régie par le facteur de transcription 

spécifique Th2 : GATA-3 (Le Gros et al., 1990). L'engagement du récepteur de l'IL-4 conduit 

à la phosphorylation de STAT-6 qui se lie au promoteur de l'IL-4 pour induire la production 

d'IL-4, établissant ainsi une boucle de rétroaction positive pour augmenter la différenciation 

de Th2.  

La réponse de type Th2 est bien caractérisée dans les maladies auto-immunes telles que le 

SLE et le syndrome de Sjögren (SS) en soutenant les LB autoréactifs dans la production accrue 

d’autoanticorps. 

 

 6.2.2.3. Les lymphocytes T CD4+ de type Th17  

	

Les CD4+ se différencient en Th17 sous l’influence du TGF-b et de l’IL-6 (Bettelli et al., 

2006; Mangan et al., 2006) et représentent une grande source d’IL-17 (Park et al., 2005; 

Harrington et al., 2005; Veldhoen et al., 2006).  

La différenciation des Th17 est initiée par l'activation de LT naïfs en présence d'IL-6 et le 

TGF-β. Ces cytokines activent respectivement les facteurs de transcription Smads et STAT3 

via l’expression du facteur de transcription ROR-γt, ce qui favorise la transcription des gènes 

codant pour l’IL-17 et permet ainsi la production de la cytokine IL-17 (Ivanov et al., 2006). 

L'activation de STAT3 est médiée par l'IL-6 et augmente l'expression de l'IL-23R, favorisant 

ainsi la polarisation des Th17. L’IL-23 vient stabiliser le phénotype Th17 et favorise aussi 

l’expansion. L'IL-21 est également induite massivement par les Th17 en développement et 

agit de manière autocrine sur les cellules Th17 pour augmenter leur pool. Les Th17 sont 

décrits comme des médiateurs importants de lésions tissulaires observées dans différents types 
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de maladies auto-immunes (Yasuda et al., 2019). Une expression dérégulée de l'IL-17 a été 

caractérisée dans plusieurs maladies auto-immunes comme la SEP et l’EAE, la PR, le SLE, le 

psoriasis, et les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin telles que la colite (Chabaud 

et al., 1999; Wong et al., 2000; Lock et al., 2002; Komiyama et al., 2006). Chez l'homme et 

la souris, l'intestin est un site principal où résident les cellules Th17 ou elles assurent une 

protection contre les infections bactériennes et fongiques.  Dans certaines des pathologies 

inflammatoires chroniques, ces cellules peuvent grandement s’accumuler dans l'intestin 

(Ivanov et al., 2009; Ouyang et al., 2008).  
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    Hypothèses et objectifs 

L’IL-7 et les cellules dendritiques occupent un rôle concomitant et non redondant dans le 

développement et l’homéostasie des LT. La dérégulation de l’axe IL7/IL7Ra est fortement 

associée à des déficits sévères des LT, tant au niveau de leur développement qu’au niveau de 

leur homéostasie. Également, une anomalie qualitative et quantitative des CD, entraine un 

défaut dans le développement et l’homéostasie des LT. L’IL-7 est une cytokine qui est 

produite majoritairement par des cellules non hématopoïétiques, mais elle est également 

produite par les CD. Selon le contexte/environnement physiologique ou physiopathologique, 

il semblerait que la réponse et le destin d’un LT face à l’IL-7 seraient différents. Dans ces 

travaux, nous évaluons la contribution des CD et de l’axe IL7/IL7Ra dans la biologie des LT: 

dans deux approches thérapeutiques différentes.  

1/ Chez les patients LMC, traités par l’imatinib, une lymphopénie des LT est bien connue. 

Dans ce contexte, l’imatinib pourrait-il interférer avec la signalisation de l’IL-7 dans les LT 

sains.  

2/ Dans un contexte de reconstitution des LT après greffe de MO, quel serait le rôle de l’IL7 

produite par les CD ? 

Face à ces interrogations, nous émettons l’hypothèse que : 

La dérégulation de l’homéostasie lymphocytaire T résulte d’une dysfonction des cellules 

dendritiques et/ou de la production ou la signalisation de l’axe IL-7-IL-7Ra.   

Les objectifs de cette thèse consistent à : 
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1- Évaluer, l’effet de l’imatinib au niveau de l’axe IL-7/IL7Ra pour l’homéostasie des 

lymphocytes T chez les patients atteints de LMC et traités avec de l’imatinib.  

2- Évaluer le rôle de l’IL-7 produite par les cellules dendritiques dans le développement et 

l’homéostasie des lymphocytes T dans un modèle murin où la production d’IL-7 d’origine 

hématopoïétique est abolie.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



	
	

	94	

 

CHAPITRE 2 : Article 1 

	

Imatinib mesylate inhibits STAT5 phosphorylation in 

response to IL-7 and promotes T cell lymphopenia in 

chronic myelogenous leukemia patients  

S Thiant, MM Moutuou, P Laflamme, R Sidi Boumedine, DM Leboeuf, L Busque, J Roy and M 

Guimond 

. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



	
	

	95	

Imatinib mesylate inhibits STAT5 phosphorylation in response to IL-7 and 

promotes T cell lymphopenia in chronic myelogenous leukemia patients. 

 

Stephanie Thiant*1,2, Moutuaata M. Moutuou*1,2, Philippe Laflamme 1,2, Radia Sidi 

Boumedine1, Dominique M. Leboeuf3, Jean Roy1,3, Martin Guimond 1,2.  

* Co-first authors 

 

1Division d’Hématologie-Oncologie, Centre de Recherche de l’Hôpital Maisonneuve-

Rosemont ; 2Départment de Microbiologie, infectiologie and Immunologie, Université de 

Montréal, Montréal, Canada. 3Départment de Médecine, Université de Montréal, Montréal, 

Canada. 

 

Running Title: Imatinib interferes with IL-7 signaling and stat5 phosphorylation in T cells. 

Key points: 

•Imatinib disrupts T cell homeostasis through the inhibition of IL-7 and STAT5 

phosphorylation. 

•Imatinib attenuates cytokine signaling in different clinical settings of immune dysfunctions. 

 



	
	

	96	

Corresponding Author: Martin Guimond, 5415 Boulevard de l’Assomption, Montréal, 

Québec, Canada H1T 2M4.  Phone: (514) 252-3400 (7624), Fax: (514) 252-3430, email: 

martin.guimond@umontreal.ca.  

New contact information: Dominique M. Leboeuf, Skolkovo Institute of Science and 

Technology, Moscow, Russia. 

Statement of Author contribution:  

S.T. Designed experiments, analyzed data, performed flow cytometric analysis of DCs and T 

cells, performed statistical analysis, wrote the manuscript. 

M.M.M.  Performed IL-7 and TCR signaling assays. Developed the in vivo mouse model. 

P.L.  Performed flow cytometric analysis of DCs.  

R.S.B. Study DC in CML patients. 

D.L. Provided scientific expertise in IL-7 and TCR signaling, edited the manuscript.  

J.R. Provided scientific expertise in CML, stem cell transplant and edited the manuscript. 

M.G. Designed the study, analyzed the data, and wrote the paper; all authors reviewed the 

paper and agree with its content. 

Abstract word counts: 192 

Manuscript word counts: 1381 

 

 

 



	
	

	97	

  RESUME 
 

Il a été démontré que le traitement par le mésylate d'imatinib (IM) induit une diminution du 

nombre de lymphocytes T (LT) chez les patients atteints de leucémie myéloïde chronique 

(LMC) et une interférence de l’IM avec la signalisation des récepteurs des lymphocytes T 

(TCR) a été mentionnée pour expliquer cette observation. Cependant, la signalisation de l'IL-

7 et du TCR sont toutes deux essentielles pour la survie des lymphocytes. L’objectif de cette 

étude était de déterminer si l'IM interfère avec la signalisation de l'IL-7 ou du TCR pour 

expliquer la diminution du nombre de LT chez les patients. Au moment du diagnostic, les 

patients atteints de LMC ont généralement dans le sang, des taux de CD4+ réduits alors que 

les taux de CD8 + sont normaux voir même augmentés chez certains patients. Après l'initiation 

du traitement par l’IM, le nombre de LT CD4+ a encore diminué et les lymphocytes T CD8+ 

ont considérablement diminués. Des études in vitro ont confirmé l'interférence de l’IM avec 

la signalisation du TCR via l'inhibition de la phosphorylation de ERK ainsi qu’une inhibition 

de la signalisation de l’IL-7 et de la phosphorylation de STAT5 (STAT5-p). Dans un modèle 

de souris in vivo, nous avons démontré que l'IM altérait la survie des LT par l'inhibition de 

l'IL-7 et STAT5-p alors que la signalisation du TCR reste inchangée au cours de la thérapie 

par l’IM. Ainsi, les effets inhibiteurs de l'IM sur l'IL-7 et la phosphorylation de STAT5 

expliquent comment la lymphopénie en LT est générée chez les patients traités par IM. 
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  ABSTRACT 
	

Imatinib mesylate (IM) therapy has been shown to induce lower T cell counts in chronic 

myelogenous leukemia (CML) patients and an interference of IM with T cell receptor (TCR) 

signaling has been invoked to explain this observation. However, IL-7 and TCR signaling are 

both essential for lymphocyte survival. This study was undertaken to determine whether IM 

interferes with IL-7 or TCR signaling to explain lower T cell counts in patients. At diagnosis, 

CML patients have typically lower CD4+ counts in their blood, yet CD8+ counts are normal 

or even increased in some. Following the initiation of IM treatment, CD4+ counts were further 

diminished and CD8+ T lymphocytes were dramatically decreased. In vitro studies confirmed 

IM interference with TCR signaling through the inhibition of ERK phosphorylation and we 

showed a similar effect on IL-7 signaling and STAT5 phosphorylation (STAT5-p). 

Importantly however, using an in vivo mouse model, we demonstrated that IM impaired T 

cell survival through the inhibition of IL-7 and STAT5-p but not TCR signaling which 

remained unaffected during IM therapy. Thus, off-target inhibitory effects of IM on IL-7 and 

STAT5-p explain how T cell lymphopenia occurs in patients treated with IM. 
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  INTRODUCTION 
	

Imatinib mesylate (IM) is currently the drug of choice for first line therapy in patients with 

Philadelphia chromosome-positive chronic myelogenous leukemia (CML). Despite the 

relatively high specificity of IM treatment towards the BCR-ABL fusion protein, off-target 

multikinase inhibitory effects occur and can interfere with normal hematopoiesis (1, 2). For 

instance, non-specific inhibition of Flt3L has been associated with disruption of dendritic cell 

(DC) homeostasis and functions in both mice and humans (3). In addition, studies have 

reported an interference of IM with T cell counts and activation (4). T lymphocytes require T 

cell receptor (TCR) stimulation by MHC-I or MHC-II and IL-7 signaling in order to survive 

and persist in the periphery. While TCR signaling induces the phosphorylation and activation 

of AKT by the lipid kinase phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), IL-7 signaling induces the 

phosphorylation of STAT5 (STAT5-p) by Jak1-3 protein kinases; these pathways constitute 

potential targets for IM (5, 6).  Despite ample evidence that IM can inhibit TCR signaling in 

vitro, the precise mechanism of action of IM on T cell homeostasis has remained inconclusive 

in vivo. The present studies were undertaken to precise the impact of IM on TCR or IL-7 

inhibition in order to explain T cell lymphopenia in CML patients. 
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  MATERIALS AND METHODS 
	

Clinical samples 

Healthy donors (n=25), CML patients at diagnosis (n=22) and patients treated with IM (n=10) 

were recruited. Patients treated with IM received between 200 and 600 mg/day. The median 

time of IM treatment was 2.9 years (range: 0.5–10.9) and the median time of remission post-

IM was 1.1 years (range: 0.3–3). Blood samples were obtained under protocols approved by 

the HMR Ethics Committee, and written informed consent was obtained from all patients and 

healthy donors. 

Flow cytometry analyses 

The percentage and absolute counts of naive CD4+ or CD8+ T lymphocytes; 

(CD3+CD45RA+CCR7+), central memory; (CD3+CD45RA+CCR7-) and effector memory 

(TEM); (CD3+CD45RA-CCR7-) were determined by flow cytometry. FITC-CD3, Pacific 

Blue-CD4, APCcy7-CD8, APC-CCR7, PEcy7-CD45RA were used to evaluate naive and 

memory T cells (BD Bioscience, San Diego, CA, USA). PE-CD56 was used to evaluate NK 

cells (BD Biosciences). Non-specific binding was determined using isotypic controls. Flow 

cytometry acquisition was performed on LSRII and analysis with Flowjo software (Treestar, 

Ashland, OR, USA)(7). The percentages and absolute T-cell counts were calculated based on 

lymphocytes and monocytes gating. 
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IL-7 and TCR signaling 

PBMCs from normal subjects were cultured at 2 × 106 cells/ml in RPMI+10% FCS and 

incubated with IM (3 μmol/ml) at 37 °C for 24 h.8 For STAT5 phosphorylation, cells were 

washed and incubated in serum-free medium for 1 h before stimulation with rhIL-7 (Cytheris) 

for 30 min at 37 °C. After fixation and permeabilization in Perm-Buffer III (BD Biosciences) 

(9), cells were stained for STAT-5p (PE-STAT5, clone pY694, BD Biosciences) and cell 

surface receptors. For ERK phosphorylation (PE-ERK1-2, T202/pY204, BD Biosciences) 

following anti-CD3 stimulation (OKT3; BioXCell, West Lebanon, NH, USA), cells were 

serum starved for 1 h, incubated with 1 mg/ml of anti-CD3 for 15 min and then cross-linked 

with anti-mouse immunoglobulin-G (Sigma, Oakville, ON, Canada) at 5 mg/ml for 15 min. 

Intracellular staining was performed as described above. 

 

Mouse studies 

All experiments were approved by the Animal Ethic Committee of the HMR. For adoptive 

transfer of T cells into Rag−/− mice (CD45.2+), 1 × 106 of enriched lymph node T cells 

(CD45.1+) were labeled with cell trace violet (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) and 

adoptively transferred through the tail vein.7 Mice were treated by gavage with IM 100 mg/kg 

twice a day for 7 days. Cell trace violet content was analyzed in CD45.1+ T cells by flow 

cytometry. 
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Statistical analysis 

Prism 5.0 (GraphPad, La Jolla, CA, USA) was used for statistical analysis. The Mann Whitney 

U test was used to compare paired data, whereas the Kruskal–Wallis test followed by Dunn's 

post-test was used to compare three or more groups. 

 

  RESULTS AND DISCUSSION 
	

Lymphopenia has been reported in CML patients under IM therapy,10 and T cells were 

evaluated before and after IM treatment. At diagnosis, CML patients have lower naive and 

memory CD4+ T cells, while CD8+ counts were not diminished. Following IM treatment, 

CD4+ counts remained diminished and naive and memory CD8+ T cells were much lower 

(Figures 1a–c). We confirmed an effect of IM with TCR signaling (4), by showing the 

inhibition of ERK-1/2 phosphorylation in response to suboptimal TCR simulation in CD4+ 

and CD8+ T cells exposed to 3 μM of IM (Figure 1d). As IL-7 is essential for naive and 

memory T cell survival (9, 11). we evaluated IM effect on STAT5-p in response to IL-7 

stimulation in T cells. While 0.5 and 1 ng/ml of IL-7 are sufficient for inducing STAT5-p in 

T cells, much higher concentrations of IL-7 are required when these cells are exposed to 3 μM 

of IM (Figure 1e). Thus, in addition to TCR stimulation, our in vitro studies confirm that IM 

can interfere with IL-7 signaling and STAT5-p in T cells. While lower systemic IL-7 

concentrations induce survival through Stat5-p and BCL-2 synthesis (12, 13), higher 

concentrations of IL-7 signal through PI3K and synergize with TCR signaling to induce 

homeostatic proliferation of T cells (14, 15). We therefore used lymphopenic Rag−/− mice to 
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evaluate the in vivo effect of IM on survival and homeostatic proliferation of adoptively 

transferred T lymphocytes (Figure 2a). After 7 days of IM treatment, lymphocyte counts were 

much lower, indicating a potential defect in survival and/or homeostatic proliferation of 

transferred T cells (Figure 2b). Importantly, IM treatment did not reduce homeostatic 

proliferation of T cells, thus confirming that TCR signaling remains functional during IM 

treatment and supporting a model wherein the loss of T cells is predominantly mediated 

through the inhibition of IL-7 signaling and STAT5-p (Figure 2d). Previous studies have 

invoked a potential role for TCR inhibition by IM to explain diminished delayed type 

hypersensitivity in mice (16). However, we showed herein that IM induces DC depletion in 

humans and mice, and this could contribute to limit delayed type hypersensitivity development 

(Figures 2c and e) (17, 18). Furthermore, IL-7 can act as an adjuvant to facilitate T cell 

activation and the inhibition of IL-7 signaling could probably impair delayed type 

hypersensitivity response (19, 20). Finally, while the inhibition of TCR signaling by IM could 

perhaps explain lower naive CD4+, CD8+ and memory CD4+ T cell counts, it does not explain 

lower memory CD8+ counts, as these cells do not require TCR stimulation for their peripheral 

maintenance (21). Thus, despite conclusive in vitro evidences showing an interference of IM 

with TCR signaling (4, 16, 22), our in vivo data are more consistent with an effect of IM on 

STAT5 to explain lower T cell counts. STAT5 is required for the signaling of other cytokines 

and it is possible that the effect of IM on T cells is not entirely restricted to IL-7 signaling 

(23). Additional studies are needed in order to understand the full spectrum of cytokines 

signaling inhibited by IM. 

In conclusion, this study has several potential clinical implications. First, lymphopenia occurs 

in most CML patients following IM treatment. The use of IL-7 therapy could perhaps improve 
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T cell counts in patients at higher risk of infections such as those receiving IM for persistent 

disease after allogeneic stem cell transplant (24). Second, although promising results were 

initially obtained for the treatment of steroid refractory chronic graft-versus-host disease, 

<50% of patients respond to IM therapy and its use has not been widely accepted in the 

transplant community (25, 26). IL-7 can facilitate T cell activation but once activated, IL-7 

receptor is down-modulated; this could limit the IM effect on T cells involved in chronic graft-

versus-host disease and explain the disappointing results observed clinically. Third, in acute 

lymphoblastic leukemia, IL-7 can contribute to the survival of acute lymphoblastic leukemia 

cells and it is not excluded that part of IM effectiveness in Philadelphia-positive acute 

lymphoblastic leukemia cells may be related to the inhibition of IL-7 signaling and stat5p (27, 

28). However, the benefit of IM in Philadelphia-positive acute lymphoblastic leukemia 

patients who do not undergo allogeneic transplant is often of a short duration, and rises in 

systemic IL-7 that typically occurs during lymphopenia may reduce the effectiveness of IM 

at blocking stat5p (Figure 1e) (9). In contrast, decrease in systemic IL-7 occurs following 

allogeneic stem cell transplantation despite profound lymphopenia, and IM treatment can still 

successfully prevent relapse in most patients (7, 30, 31). Whether IL-7 can induce IM 

resistance after allogeneic transplant remains unknown. Nonetheless, the finding that IL-7-

stat5p can be inhibited by IM provides a novel perspective on IM treatment that should be 

further studied in future clinical trials. 
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  FIGURES LEGENDS 
	

Figure 1. (a) Graphical summary of the absolute number (cells/µL) of CD4+ T cells and CD8+ 

T cells enumerated in the blood of age match controls (n=12), CML at diagnosis (n=11) and 

CML patients treated by TKI (n=6). (a-c) Absolute counts of naïve (CCR7+CD45+ cells) and 

memory (CCR7+CD45RAneg, CCR7negCD45RAneg and CCR7negCD45RA+) CD4+ and 

CD8+ T cells. Differences between groups were assessed by Kruskal-Wallis U test (Dunns 

post-test). *p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.001. (d) Evaluation of ERK phosphorylation in CD4+ 

and CD8+ T cells incubated with 3µM IM and then exposed to anti-CD3 stimulation. Results 

are representative of 2 independent experiments. (e) Evaluation of STAT5 phosphorylation in 

T cells incubated overnight with IM 3µM and then exposed to varying concentrations of rhIL-

7 (ng/mL). Results are representative of 3 independent experiments. 

Figure 2. (a) Schematic representation of the in vivo mouse model to evaluate IM effect on T 

cels. (b) Absolute numbers of congenic CD4+ and CD8+ T cells recovered in IM treated mice. 

(c) Absolute numbers of CD11c+ DCs after 7 days of IM treatment. (d) CD4+ and CD8+ T 

cell proliferation 7 days after transfer into lymphopenic recipients treated or not with IM. Data 

are representative of 2 independent experiments, 4 mice per group. (e) Graphical summary of 

the median percentage (left) and absolute counts (right) of pDC 

(HLADR+CD14negCD303+CD123+), mDC1 (HLADR+CD14negCD11chiCD1c+), mDC2 

(HLADR+CD14negCD11c+CD141chi), mDC3 (HLADR+CD14negCD11chiCD16+) in the 

blood of healthy subjects (n=25), CML at diagnosis (n=22), and CML patients treated by IM 

(n=10). Differences between groups were assessed by Kruskal-Wallis U test (Dunns post-

test). *p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.001. 
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Figure 2 
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  RESUME 
 

L'interleukine-7 est produite principalement par les cellules stromales et en faible quantité par 

les cellules dendritiques. Dans ce travail, nous avons montré que des souris Rag - / - 

transplantées avec des cellules de moelle osseuse IL-7 - / - développaient une auto-immunité 

excessive et mouraient au jour +35 après la greffe de cellules souches. En revanche, les souris 

WT transplantées avec des cellules de moelle osseuse IL-7- / - restent saines. La maladie est 

médiée par les cellules T CD4+ et non par des cellules T CD8+ et peut être transférée à des 

souris Rag - / - et non pas à d'autres souris lymphopéniques à moins qu'elles aient un fond Rag 

- / -. La physiopathologie a révélé une colite sévère avec infiltration massive de cellules T auto-

immunes Th1 / Th17 CD4+ dans l’intestin. L'analyse du thymus post-SCT n'a pas révélé de 

différence dans la reconstitution des cellules épithéliales thymiques ni dans les cellules 

dendritiques thymiques. De même, les Treg sont fonctionnels in vitro et in vivo lors de 

transfert adoptif à des souris Rag - / -. À notre connaissance, il s'agit des premiers travaux 

montrant un rôle de l’IL-7 produite par les cellules hématopoïétiques dans la thymopoïèse et 

dans la sélection négative. 
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  ABSTRACT 
	

Interleukin-7 is produced mainly by stromal cells and to a lesser extent by dendritic cells. Here 

we showed that Rag−/− mice transplanted with IL-7−/− bone marrow cells developed excessive 

inflammation and autoimmunity and die by day +35 post-stem cell transplantation. In contrast, 

WT mice transplanted with IL-7−/− bone marrow cells remain healthy. The disease is mediated 

by CD4+ but not by CD8+ T cells and can be transferred to Rag−/− mice but not to other 

lymphopenic mice unless they have a Rag−/− background. Physiopathology revealed a severe 

colitis with massive infiltration of the gut by autoimmune Th1/Th17 CD4+ T cells. Evaluation 

of the thymus post-SCT did not reveal difference for the recovery of the thymic medulla and 

thymic dendritic cells. Similarly, Tregs were functional and upon adoptive transfer to Rag−/− 

mice, they prevented the disease.  To our knowledge, this is the first report showing a role-

played hematopoietic cells-derived IL-7 during thymopoiesis and negative selection.  
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INTRODUCTION 
	

Interleukin-7 is a critical cytokine essential for thymopoiesis and peripheral T-cell homeostasis [1-

4]. IL-7 belongs to the common cytokine receptor gamma chain (γc) family and signals through 

the IL-7 receptor alpha (IL-7Ra) and the common γC chains [5]. Interleukin-7 is produced by 

stromal cells of the bone marrow (BM) [6], thymus [7], spleen, lymph nodes (LNs) [8], liver [6], 

skin [9], intestines [10], and lymphatic endothelial cells (LECs) [11]. More recently, studies have 

also identified IL-7 production in dendritic cells (DCs) but the exact function of DC-derived IL-7 

remains largely unknown [12-15]. Under physiological conditions, systemic IL-7 levels are low 

and promote survival of naïve T cells via BCL-2 and MCL-1 [16, 17]. During lymphopenia, IL-7 

consumption by residual T cells is reduced and systemic IL-7 rise above normal levels [14, 18-20] 

Under these conditions, IL-7 can signal through AKT and synergize with TCR signaling to induce 

homeostatic proliferation of naïve T cells [21, 22]. Thus, IL-7 is a master regulator of thymopoiesis 

and peripheral T cell homeostasis in both humans and mice. 

 

In the thymus, thymic dendritic cells are essential for central tolerance and their deletion or the 

absence of MHC class II expression on DCs has been shown to promote the development of 

systemic autoimmune disease [23-25]. Resident DCs is the most abundant subset of antigen 

presenting cells in the thymic medulla and they capture and cross-present self-antigens from 

medullary thymic epithelial cells (mTECs) to induce the deletion of self-reactive thymocytes and/or 

to promote the formation of Tregs [26, 27]. In addition, other DC subsets such as migratory DCs 

(CD8α-CD11b+SIRPα+), and plasmacytoid DCs (pDCs) (CD11cint CD45RAint) contribute to 

central tolerance by picking up and presenting peripheral self-antigens to thymocytes to induce the 

deletion of autoreactive cells [28-30]. While the role of IL-7 has been relatively well studied during 

positive selection, the role of IL-7 during negative selection remains largely unknown. In the 

cortex, thymic epithelial cells (cTECs) produce IL-7 and control the maturation of thymocytes and 

V-D-J recombination during TCR rearrangement [31]. IL-7Ra expression is repressed during 

positive selection and it is later restored by TCR stimulation by self-peptide-MCH class I or II, 

promoting the survival of positively selected thymocytes via IL-7 signaling [16]. IL-7 signaling on 
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DP thymocytes is also important for lineage choices in order to generate SP CD8+ or CD4+ 

thymocytes [32-34]. However, as thymocytes progress through the medulla, the role of IL-7 

becomes more controversial. Interleukin-7 and IL-2 signaling are important for the generation of 

self-reactive FoxP3 regulatory T cells and recent studies have indicated a role for DC-derived IL-

2 in this process [35-38]. In vitro studies have suggested that IL-7 could constrain the negative 

selection of autoreactive thymocytes through increased BCL-2 [39, 40]. Surprisingly, despite the 

contribution of bcl-2 transgene to promote B cell dependent autoimmunity in mice and humans 

[41], there is no evidence that T cell dependent autoimmunity develops spontaneously in mice 

overexpressing bcl-2 [16]. Thymocytes unresponsive to IL-7 express lower TCR levels that could 

be normalized by forcing BCL-2 expression [42]. Such finding is consistent with the fact that IL-

7 signaling can reduce the threshold of TCR activation and promote reactivity towards self-antigens 

[43, 44]. Thus, while the science indicates that IL-7 signaling on thymocytes has the potential to 

modulate the outcome of the negative selection, it is still unclear whether IL-7 antagonizes or 

promotes the deletion of self-reactive thymocytes.  

 

Rag−/− mice do not support thymopoiesis beyond the DN3 stage and have severe thymic atrophy, 

disorganized architecture, abnormal thymic composition and an underdeveloped medulla [45-47]. 

Despite the dysfunction of the Rag−/− medulla, normal thymopoiesis can be restored by 

transplanting WT BM cells into Rag−/− recipient without evidence of autoimmunity. In this study 

we found that Rag−/− mice transplanted with IL-7−/− BM cells succumb to autoimmunity within 35-

40 days post-SCT.  Interestingly, we found the disease transferable by CD4+ T cells to other Rag−/− 

recipients but not to WT mice or any other lymphopenic hosts tested unless they have a Rag−/− 

background.  Despite autoimmunity, we did not find abnormalities in Tregs from [IL-7−/− →Rag−/−] 

as they suppressed T cell proliferation in vitro and prevented the development of the disease when 

co-administered with pathogenic CD4+ T cells in secondary Rag-/- recipients. Evaluation of the 

thymus in [WT→Rag−/−] versus [IL-7−/−→Rag−/−] did not reveal a difference in the recovery of the 

medulla, mTECs, Aire expression and DC subsets. Finally, we found that antibiotherapy prevented 

the development of autoimmunity in Rag−/− mice transplanted with IL-7−/− BM cells. Our findings 

suggest an important role played by BM-derived IL-7 in central tolerance against gut antigens. 
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MATERIALS AND METHODS 
 

Mice. C57BL/6-SJL (B6.SJL; H-2b, Ptprca Pep3b, CD45.1+) and C57BL/6-129S7-Rag1tmMom/J 

(Rag−/−; H-2b, CD45.2+) and C57BL/6- TCRa−/− (B6.129S2-Tcratm1Mom/J) mice were purchased 

from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME).  C57BL/6-IL-7Rα-/- mice were kindly provided 

by Dr. Crystal Mackall (NIH) and bred at the Maisonneuve Rosemont Research Center animal 

facility. C57BL/6-IL7−/− mice were kindly provided by Dr Nicholas Restifo (NIH) and bred at the 

Maisonneuve Rosemont Research Center animal facility. IL-7Rα−/− CD45.1+ and Rag−/−IL-7−/− and 

Rag−/−CD45.1+ mice were interbred at the Maisonneuve-Rosemont research center animal facility. 

Mice were housed and bred in a specific pathogen-free at the Maisonneuve-Rosemont hospital 

animal facility. All animal studies were performed in accordance with the Maisonneuve-Rosemont 

research center Animal Care Committee.  

 

 

Bone marrow transplantation. 1 x107 bone marrow (BM) cells from either C57BL/6 IL-7−/− or 

C57BL/6 wild type (WT) donor mice were injected intravenously into lethally irradiated C57BL/6 

Rag−/− or C57BL/6 WT recipient mice.  Mice were monitored daily for signs of illness and weighed 

every 3 days. A weight loss of 25% or more or sign of distress (immobility, arched back, eyes 

closed) were considered survival endpoints entailing euthanasia.  

 

Adoptive transfer of T lymphocytes. Spleen and lymph nodes from chimeric Rag−/− mice were 

homogenized, and lymphocytes were sorted with a BD ARIA III (BD Bioscience, San Jose, CA). 

Cells were washed in PBS and resuspended at of 2x106 per mL. Recipient mice received 1x106 T 

cells. When mice displayed signs of disease, mice were sacrificed for physiopathology examination 

by a pathologist.  Spleen and LNs were recovered and immune cells were analyzed by flow 

cytometry using a LSRII or Fortessa flow cytometer (BD Biosicences). FlowJo software (TreeStar, 

Ashland, OR) was used for analysis.  

 

Flow cytometry. Spleen, lymph nodes and thymuses were homogenized, and cells were 

resuspended at a density of 1 x107 cells/ml in FACS buffer. Cells were incubated 30 min on ice 
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with diluted monoclonal antibodies and then washed and resuspended in FACS buffer for 

immediate analysis. The following monoclonal antibodies were used: from BD Pharmingen, 

phycoerythrin (PE)-anti-anti-Vβ6 (RR4-7); PE-anti-CD4 (RM4.5); allophycocyanin (APC)-anti-

CD4 (RM4.5); from BioLegend (San Diego, CA), Peridinin Chlorophyll Protein Complex Cyanine 

5.5 (PerCPCy5.5)-anti-CD4 (GK1.5); PerCPCy5.5-anti-CD45.1 (A20); fluorescein isothiocyanate 

(FITC)-anti-CD8 (5H10-1); PE-anti-CD11c (N418); APC-anti-CD11b (M1/70); PerCPCy5.5-anti-

CD11b (M1/70); FITC-anti-TCRβ (H57-597). APC-anti-CD45.1 (A20) and APC-anti-mPDCA-1 

(JF05-1C2.4.1) were from eBioscience (San Diego, CA) and from Miltenyi Biotec (Bergisch 

Gladbach, Germany) respectively. The TCR Vß chain diversity was evaluated using Vß Screening 

Panel contains a set of different monoclonal antibodies FITC conjugated (BD Pharmingen).  

Intracellular staining for FOXP3 was performed with the anti-mouse/rat FOXP3 staining antibody 

kit (eBioscience) and cytofix/cytoperm kit (eBioscience). Intracellular cytokine staining was 

performed with PE-anti-IL-4, Brilliant Violet (BV)786-anti-IL-17A, and APC-anti-IFNγ (all from 

BD Biosciences) after cells had been stimulated in vitro for 6 hours with Leukocyte Activation 

Cocktail and Brefeldin A (BD Biosciences) according to the manufacturer’s instructions. Cells 

were analyzed on a Fortessa (BD Biosciences) using FACSDiva software (BD Biosciences) or 

FlowJo software (TreeStar). 

 

Thymic epithelial cell staining. Thymuses were isolated and stromal cells were enriched based 

on a protocol published by Seach [48]. Briefly, thymi were cut into small pieces and placed in 

RPMI 1640 media with DNase I (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) and Liberase Tm (Roche, 

Mississauga, Ontario) and incubated at 37°C in order to release epithelial cells. The supernatant 

was collected every 20 min and the same process was repeated three times by adding 1-2 mL of 

media supplemented with with DNase I and Liberase Tm. Thymic stromal cells were indirectly 

labelled with biotinylated Ulex europaeus lectin 1 (UEA1; Vector Laboratories) and revealed with 

APC–streptavidin (BD Biosciences). In addition, thymic epithelial cells were labeled with PE-anti-

CD45 (Clone 30-F11), Pacific blue-anti-I-Ab (Clone M5/114.15.2), BV605-anti-CD80 (Clone10-

10A1) (BD Biosciences), APC-Cy7-anti-EpCAM (Clone G8.8), and PE-Cy7-anti-Ly51 (Clone 

6C3) (BioLegend). Cell viability was assessed using eFluor 700 (BD Biosciences). For intracellular 

staining, cells were fixed/permeabilized using the Foxp3 buffer kit (eBioscience) and stained with 

Alexa fluor-anti-AIRE (Clone 5H12) (eBioscience). TEC were analyzed with a Fortessa (BD 
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Biosciences). FACSDiva or FlowJO software was used for analysis. 

  

In vitro T reg suppression assay. In vitro T reg suppression assays involved two steps, as follows. 

LNs and spleen were retrieved from [WT→Rag−/−] and [IL-7−/−→Rag−/−] BM chimeras.  

CD4+CD25+ T cells were enriched from the spleen and LNs using a Tregs enrichment kits from 

Stem cell technology (Vancouver CAN). To increase the purity of T regs, we sorted CD4+CD25+ 

with a BD FACSAria sorter. Purified CD4+CD25+ Tregs were then cultured in complete RPMI 

1640 medium with rmIL-2 (0.2 pg/mL, Biolegend), soluble anti-CD3ε (1μg/mL, eBioscience 

Clone #) and irradiated splenocytes at a ratio of 1:1 in 96-well U-bottom plates at 37°C for 24 hrs. 

At the end of the incubation, cells were washed twice with PBS.  

 

Pre-activated Tregs were then used to evaluate their suppressive function. Briefly, 5x104 Facs 

sorted CTV-labeled CD4+CD25− responder T cells isolated from LNs and spleen of congenic 

CD45.1+ B6SJL mice were cultured with pre-activated Tregs for 96 hours in 96 wells flat bottom 

plates pre-coated with anti-CD3 (1μg/mL). In addition, 105 irradiated (3,000 Rad) T cell depleted 

splenocytes were added to the mixture of Tregs and responder T cells. CTV dilution was evaluated 

on CD45.1+ cells 96 hours later. 

 

In vivo T reg suppression assay. CD4+CD25+ Tregs and CD4+CD25/− non Tregs were sorted with 

a FACSAria from LNs and spleen of [WT→Rag−/−] and [IL-7−/−→Rag−/−] BM chimeras. Purified 

pathogenic CD4+CD25- obtained from [IL-7-/-→Rag−/−] BM chimeras cells were injected 

intravenously alone or with CD4+CD25+ Tregs obtained from [WT→Rag−/−] or [IL-7−/−→Rag−/−] 

BM chimeras. Mice were monitored daily for any evidence of disease.  

 

Lamina propria lymphocytes preparation. Lamina propria lymphocytes were isolated from the 

wall of the small intestine (SI) and colon by mechanical and enzymatic separation. The small 

intestine and colon were retrieved and flushed and cleaned to remove feces before being opened 

longitudinally and cut into 3–5-mm pieces. Pieces of intestines were incubated at 37°C for 20 min 

with continuous stirring in pre-warmed RPMI medium supplemented with 3% FBS, 5mM EDTA, 

and dithiothreitol (0.145 mg/ml). To remove intraepithelial lymphocytes, pieces of intestine were 

washed twice with RPMI medium supplemented with 3% FBS, 5mM EDTA and passed through a 
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kitchen strainer. Lamina propria lymphocytes we isolated by incubating the remaining pieces of 

tissues with Liberase TL (Roche) (0.2 mg/mL) and 0.05% DNase (Sigma, St. Louis, MO) in RPMI 

medium for 20 min at 37 C with continuous stirring. Digested tissues were minced and passed 

through a 70 µm and 40 µm cell strainer. Cells were re-suspended and analyzed by flow cytometry. 

 

Histopathological evaluation and microscopy. Tissues prepared for histology were fixed in 

buffered 10% formalin immediately after sampling, embedded in paraffin, cut in 5 µm sections, 

and stained with hematoxylin and eosin according to standard methods. Pictures from tissue 

sections were taken at room temperature using an AxioCamMR3 camera mounted on an 

AxioImager Z2 microscope and analyzed using the AxioVision software (Carl Zeiss, Toronto, 

Canada). Images were acquired using a 10X/.3 numerical aperture objective. Histopathological 

scoring on animals that had undergone transplantation was done by a pathologist in a blinded 

fashion, on paraffin-embedded colon, spleen, and BM slides. 

 

Statistical analysis. Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA) was used for all statistical 

analyses. Survival curves were plotted using Kaplan-Meier estimates and compared by log-rank 

analysis. Mann Whitney was used to compare pairs of data. The specific tests used are described 

in the figure legends. A P value less than or equal to .05 was considered significant. Data are 

presented as mean ± SEM. 
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RESULTS 
 

Rag−/− mice undergoing syngeneic SCT with IL-7−/− HSCs develop disease and die. To 

understand the role of IL-7 produced by hematopoietic cells, we created BM chimeras with 

C57BL/6 IL-7−/− or C57BL/6 WT mice as donor and C57BL/6 Rag−/− mice as recipient (Fig. 1A). 

Unexpectedly, Rag−/− mice transplanted with IL-7−/− BM stem cells [IL-7−/−→Rag−/−] experienced 

body weight loss by day +21-23 and succumb to the disease by day 33-38 post-SCT (Fig. 1B-C). 

In contrast, Rag−/− mice transplanted with WT BM cells [WT→Rag−/−] remained healthy. We 

repeated the experiment this time using WT mice as recipient and surprisingly, WT mice 

transplanted with IL-7−/− HSCs remained healthy (data not shown).   

 

The visual examination of [IL-7−/−→Rag−/−] mice revealed substantial changes to the fur (ruffled 

fur), scaly skin, hunched posture and diarrhea starting by day +24-26 post-SCT (Fig. 1D). 

Histological analysis of skin, colon, small intestine, and liver revealed the presence of immune cell 

infiltration (Fig. 1E). The accumulation of immune cells was more prominent in the colon, which 

likely explains the severity of colitis found in these animals.  We also performed flow cytometry 

analysis on splenocytes in mice that reached their end point and found a significant expansion of 

activated CD4+ (CD44+CD62L-CD4+) and CD8+ T cells (CD44+CD62L-CD8+) in [IL-

7−/−→Rag−/−] (Fig. 1F). Thus, for so far unknown reasons, Rag−/− mice transplanted with syngeneic 

IL-7−/− HSCs develop excessive inflammation and die.   

 

Adoptive transfer of CD4+ T cells isolated from [IL-7−/−→Rag−/−] chimeras induce the disease 

in secondary Rag−/− recipients.  To assess the involvement of T lymphocytes in the inflammatory 

disease that develops in [IL-7−/−→Rag−/−], we transferred T cells from [WT→Rag−/−] or [IL-

7−/−→Rag−/−] into secondary Rag−/− recipients and monitored clinical signs of disease (Fig. 2A). 

While T cells obtained from healthy [WT→Rag−/−] mice failed to induce the disease in Rag−/− 

recipients, 100% of Rag−/− recipients succumbed to the disease after receiving T lymphocytes from 

[IL-7−/−→Rag−/−] (Fig. 2B). Mice that received B lymphocytes obtained from [IL-7−/−→Rag−/−] 

into Rag−/− recipients did not develop the disease (data not shown).  To identify the subset of T 

cells involved in the disease, we transferred CD4+ or CD8+ T cells from [IL-7−/−→Rag−/−] mice 

into secondary Rag−/− recipients. Surprisingly, only CD4+ T cells induced the disease in Rag−/− 
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recipients (Fig. 2C). Based on these data, we concluded that the disease developing in [IL-

7−/−→Rag−/−] mice was mediated by CD4+ T cells. 

 

To further examine these activated T cells, we evaluated the capacity of T cells isolated from [IL-

7−/−→Rag−/−] to induce the disease in other syngeneic strains. While in WT mice, pathogenic T 

cells failed to induce the disease (data not shown), we also performed a series of adoptive transfer 

experiments in other lymphopenic recipients including irradiated WT recipients, IL-7Ra−/−, IL-7−/− 

and the double knockout Rag−/−IL-7−/−. Surprisingly, only the Rag−/− and the double knockout 

Rag−/−IL-7−/− mice developed the disease with an accumulation of activated T cells (Fig. 2D-E). 

Importantly the period of latency appeared longer in Rag−/−IL-7−/− compared with Rag−/− recipients.  

Based on these results, we concluded that Rag−/− mice are more susceptible to the disease and that 

systemic IL-7 could act as a facilitator of the disease.    

 

Recovery of thymopoiesis in [IL-7−/−→Rag−/−] mice is followed by severe thymic atrophy. 

Thymopoiesis is essential for tolerance and therefore we studied thymocytes and Treg development 

in [IL-7−/−→Rag−/−] versus [WT→Rag−/−] mice. At day +7 post-SCT, double negative (DN) 

thymocytes were detected in the thymus of [IL-7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] (Fig. 3A-B). At 

day +14 post-SCT, double positive (DP) thymocytes were the most abundant T cell subtype in the 

thymus with the emergence of few single positive (SP) CD4+ thymocytes. At day +21, SP CD4+ 

and CD8+ thymocytes were present and the absolute counts and proportions of thymocyte subsets 

found in the thymus were similar between [IL-7−/−→Rag−/−] and control [WT→Rag−/−] mice. 

However, by day +28 post-SCT, although thymocyte counts were dramatically decreased, the 

proportion of SP CD4+ and CD8+ thymocytes were increased in [IL-7−/−→Rag−/−]. Finally, by day 

+35 post-SCT, thymocyte counts were very low and most of the cells detected in the thymus of 

[IL-7−/−→Rag−/−] mice were SP CD4+ and CD8+ thymocytes.  

 

To evaluate the nature of SP thymocytes found in the thymus of [IL-7−/−→Rag−/−] mice at day +35 

post-SCT, we studied the expression of CD5, CD24 and CD69 antigens which are typically 

expressed on thymocytes and serve as surrogate markers during thymic selection [49-52]. While at 

day +21 post-SCT the levels of expression of these markers on SP CD4+ thymocytes were similar 

in [IL-7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] mice, the expression profile was different at day +35 post-
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SCT (Fig. 3C): in [IL-7−/−→Rag−/−] mice, the expression of CD24 was lost and the level of 

expression of CD69 and CD5 receptors was much lower on SP CD4+ thymocytes, suggesting that 

these cells have passed the stage of negative selection [53]. To distinguish mature lymphocytes 

recirculating inside the thymus from SP thymocytes [54, 55], we evaluated Qa2+ expression on SP 

CD4+ and CD8+ thymocytes. Qa2+ is expressed on all peripheral T cells and on thymocytes at the 

final stage of differentiation. As shown on figure 3D, a larger proportion of SP CD4+ and CD8+ 

from [IL-7−/−→Rag−/−] mice express the Qa2+ antigen. Interestingly, we found that Qa2+ expression 

was restricted to the fraction of CD24 negative cells, supporting a model wherein immature 

thymocytes have been replaced by mature lymphocytes in [IL-7−/−→Rag−/−] (Fig. 3D-E). Thus, as 

the disease progresses in [IL-7−/−→Rag−/−] mice, thymocytes are replaced by cells expressing 

receptors typically found on mature lymphocytes.   

 

Immune reconstitution is followed by severe lymphopenia in mice developing autoimmunity.  

To gain insight into the progression of the disease, we studied peripheral immune reconstitution in 

[IL-7−/−→Rag−/−] mice. No lymphocytes were detected in the spleen and LN of [IL-7−/−→Rag−/−] 

and control [WT→Rag-/-] mice at days +7 and +14 post-SCT but CD4+ and CD8+ cells started to 

appear at day +21 post-SCT, and absolute counts were similar in [IL-7−/−→Rag−/−] and 

[WT→Rag−/−] mice. By day +28 post-SCT, T cell counts continued to rise in the spleen and LN. 

By that time, although the number of CD4+ T cells tended to be lower [IL-7−/−→Rag−/−], the 

difference was not statistically significant from values obtained in control [WT→Rag−/−] mice (Fig. 

4A).  However, by day +35 post-SCT, [IL-7−/−→Rag−/−] mice have developed the disease and CD4+ 

and CD8+ T cell counts were dramatically reduced in the spleen and LNs. In contrast, T cell counts 

continued to increase in the spleen and LNs of [WT→Rag−/−] mice.  Since we have already showed 

that lymphocytes present at day +35 post-SCT were activated (Fig. 1F), we evaluated cytokine 

production normally increased during autoimmunity. While IFN-g was produced by both CD4+ 

and CD8+ T cells, IL-17 production was restricted to CD4+ T cells (Fig. 4B-C). Finally, we 

evaluated the Vß chain diversity at day +35 post-SCT but the TCR repertoire was polyclonal and 

the diversity of the Vß did not differ between [IL-7−/−→Rag−/−] and control [WT→Rag−/−] mice 

(Fig. 4D). Thus, while peripheral immune reconstitution appears normal early post-SCT, 

lymphocyte counts dropped dramatically after day +28 post-SCT. By day +35, most lymphocytes 

are activated and exhibit a profile of cytokine skewered towards TH1/Th17.  
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Regulatory FoxP3 CD4+ T cells are produced and functional in [IL-7−/−→Rag−/−]. Tregs are 

important for maintaining peripheral tolerance and a dysfunction of Tregs has been observed in 

several pre-clinical mouse models of autoimmunity [56-61], In our model, FoxP3 CD4+ 

thymocytes were detected at day +21 and +28 post-SCT. Absolute counts and proportion were 

similar between [IL-7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] mice (Fig. 5A). We then evaluated regulatory 

T cells in the spleen at day +21 and +28 post-SCT but proportions and absolute counts were similar 

in [IL-7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] (Fig. 5B). However, by day +35 post-SCT, the number of 

FoxP3 CD4+ T cells was greatly reduced in the spleen of [IL-7−/−→Rag−/−] mice. We then evaluated 

the expression of receptors involved in the suppressive function of Tregs. While the expression of 

FoxP3, CTLA-4, CD25, LAG3, GITR and CD44 was similar between [IL-7−/−→Rag−/−] and 

[WT→Rag−/−] mice, we found a lower expression of PD1 on Tregs from [IL-7−/−→Rag−/−] (Fig. 

5C). Since PD1 expression on Tregs has been associated with stability [62, 63] were evaluated 

their suppressive function.  Enriched Tregs were stimulated with anti-CD25 and then co-culture 

with CTV labelled congenic primed T cells. Surprisingly, Tregs from [IL-7−/−→Rag−/−] were as 

suppressive as Tregs from [WT→Rag−/−] mice (Fig. 5D). We then evaluated the suppressive 

function of Treg in vivo by performing co-transfer of pathogenic CD25−CD4+ and regulatory 

CD25+CD4+ T cells in the same Rag−/− recipients (Fig. 5E). As expected, mice that received 

pathogenic CD25−CD4+ T cells without Tregs developed and died from the disease (Fig. 5F). As 

we increased the number of Tregs added to pathogenic CD4+ T cells, we found that 20% of Tregs 

(1 Tregs: 5 pathogenic CD4+ T cells) was insufficient to protect mice whereas 40% provided a 

protection to the disease (Fig. 5F). Based on these data we concluded that Tregs from [IL-

7−/−→Rag−/−] mice are functional enough to suppress the disease in Rag-/- mice. Importantly 

however, the number of Tregs is clearly insufficient for controlling self-reactive CD4+ T cells 

produced in [IL-7−/−→Rag−/−]. 

 

Recovery of stromal cells and DCs in the thymus of [IL-7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] mice.  

Given the production of self-reactive T cells in [IL-7−/−→Rag−/−] mice, we postulated that thymic 

stromal cells recovery post-SCT could be affected by the absence of hematopoietic cell-derived 

IL-7, leading to an absence of cells capable of proper negative selection. Indeed, in the [IL-

7−/−→Rag−/−] chimera, only non-hematopoietic cells can produce IL-7. Before irradiation and SCT, 
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TEC numbers (Epcam+CD45−) were much lower in Rag−/− mice compared with WT mice (Fig. 

6A-B). By day +21 post-SCT, the number of TEC has increased in both [IL-7−/−→Rag−/−] and 

[WT→Rag−/−] mice but remained very low compared to control C56BL/6 WT mice. Surprisingly, 

TEC numbers and proportions were similar in [IL-7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] mice (Fig. 6A-

B). We then studied cTECs (Epcam+CD45−Ly51+) and mTECs (Epcam+CD45−UEA-1+) in 

transplanted mice. Before transplantation, cTECs were detected at low levels in Rag-/- mice and by 

day +21 post-SCT, their numbers remained low and were similar in [IL-7−/−→Rag−/−] and 

[WT→Rag−/−] mice. For mTECs, their numbers were very low in Rag−/− mice before 

transplantation but by day +21, mTEC numbers increased, yet no difference was found between 

[IL-7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] mice (Fig. 6A-B).  

 

We then studied the expression of AIRE, MHC class II and CD80 on medullary TECs. Before 

irradiation and transplantation, we found low levels of AIRE, MHC class II and CD80 expression 

in Rag−/− compared with WT C57BL-6 mice. By day +21 post-SCT, expression levels of AIRE, 

MHC class II and CD80 were increased compared to pre-transplant levels, but we found no 

difference between [IL-7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] mice. (Fig. 6C-D). We also studied 

thymic DCs since they cross-present self-antigens to induce the negative selection of self-reactive 

thymocytes. In [WT→Rag−/−] mice, the number of thymic DC increased gradually from day +14 

to day +35 post-SCT. DC numbers present in the thymus at day +14 and +21 were similar in [IL-

7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag-/-] mice. By day 28 however, DC numbers were decreased in [IL-

7−/−→Rag−/−] and by day +35, DCs were absent (Supplementary Fig. 1-2). We then evaluated DC 

subsets including cDCs, CD8a, Sirpa and pDCs in the thymus of [IL-7−/−→Rag−/−] and 

[WT→Rag−/−] mice at day +21 post-SCT (Fig. 6E-F). All these subsets of DCs were detected in 

the thymus by day +21 post-SCT and numbers of proportions did not differ between [IL-

7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] mice.  Evaluation of MHC class II, CD40, CD80 and CD86 on 

DCs did not reveal any difference in [IL-7−/−→Rag−/−] versus [WT→Rag−/−] mice (Fig. 6G-I) 

Based on these results, we concluded that difference in the thymic microenvironment in [IL-

7−/−→Rag−/−] versus [WT→Rag−/−] mice could explain the production of autoreactive T cells in 

[IL-7−/−→Rag−/−] mice.  

Antibiotic treatment prevents the development of autoimmunity in [IL-7−/−→Rag−/−] mice. 

Previous reports have demonstrated that mice with a hypomorphic mutation in the Rag gene can 
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develop severe inflammatory bowel disease mediated by CD4+ T cells with a Th1/Th17 phenotype 

[64]. Interestingly, the intestinal autoimmunity was alleviated by administration of antibiotics. This 

finding was also observed in other autoimmune diseases [64-67]. Therefore, we examined whether 

or not the sever colitis that develops in transplanted [IL-7−/−→Rag−/−] mice could be prevented by 

antibiotic therapy. After SCT, antibiotic (enrofloxacin) was administered for 15 consecutive days 

but this posology was insufficient to prevent the development of autoimmunity in [IL-7−/−→Rag−/−] 

mice. We then extended the administration of antibiotic up to day 35 post-SCT and [IL-

7−/−→Rag−/−] mice did not develop autoimmunity whereas control [IL-7−/−→Rag−/−] mice died by 

day +35 (Fig. 7A-B). Physiopathology of the gut confirmed the benefit of enrofloxacin as the 

length of the colon was extended and inflammation was reduced compared with control [IL-

7−/−→Rag−/−] mice (Fig. 7C-D). Moreover, antibiotic therapy reduced the number of CD4+ T cells 

producing IFN-γ or IL-17 in the gut (Fig. 7E-F). Following antibiotic therapy, the thymus size was 

increased, the proportion of thymocyte subsets was normalized and thymocyte counts were 

increased compared to untreated [IL-7−/−→Rag−/−]. However, thymocyte counts remained lower 

than [WT→Rag−/−] mice (Fig. 7G-I). Thus, antibiotic therapy can prevent the development of the 

disease in [IL-7−/−→Rag−/−] mice. Whether antibiotic therapy modultates commensal or self-

antigen in the gut or/and prevents the production of autoreactive T cells remains unknown. 

Additional studies are needed.   

DISCUSSION   
 

In mice, syngeneic stem cell transplantation is normally well tolerated and leads to thymic 

dependent immune reconstitution and normalization of T cell counts in the periphery [68, 69]. 

Within a few weeks after SCT, lymphoid and myeloid cells recovery restore immunocompetence. 

Thymopoiesis is essential in this process as thymic insults results in a prolonged period of 

immunosuppression in both humans and mice [70-73].  BM-chimeras have been used extensively 

to reveal the contribution of hematopoietic and non-hematopoietic cells involved in distinct 

immunological phenomenon and here we describe an unsuspected role for hematopoietic cell-

derived IL-7 to prevent autoimmunity in Rag-/- mice. In this model, the disease is not ascribed to 

alloreactivity since donor and recipient mice are on the same B6 background. In addition, 

Interleukin-7−/− mice produce few lymphocytes and we ruled out a potential contribution of these 
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cells to the disease by showing the absence of autoimmunity in Rag−/− mice after their adoptive 

transfer (not shown). Moreover, the removal of residual IL-7-/- T cells from the hematopoietic stem 

cell graft did not prevent the development of the disease in transplanted Rag-/- mice. These series 

of experiments provide compelling evidence that thymic dependent immune reconstitution is 

essential for autoimmunity to develop in Rag-/- mice transplanted with IL-7-/- BM cells. 

 

For reasons that are still not completely understood, the CD4+ T cell subset is often involved and 

sufficient to induce and maintain autoimmunity in mice and humans [74, 75]. While a small 

fraction of CD4+ T cells can induce tissue damage through granzyme and perforin release, most 

often their role is to orchestrate the immune response and the development of inflammation [76-

79]. Thymic DCs appear critical for the elimination of self-reactive CD4+ T cells and alteration of 

these cells has been associated to CD4 autoimmunity. For example, the ablation of thymic DCs in 

mice promotes CD4 autoimmunity with clinical signs resembling those we described in [IL-

7−/−→Rag−/−] mice [25, 80] Similarly, the lack of MHC class II expression by hematopoietic cells 

leads to the production of autoreactive CD4+ T cells and like the previous model, clinical signs are 

also similar to those observed in [IL-7−/−→Rag−/−] mice [23]. These symptoms include important 

weight loss, severe colitis, and increased number of activated CD4+ T cells. Given that the 

autoimmunity that develops in [IL-7−/−→Rag−/−] is also mediated by CD4+ T cells, it is tempting 

to speculate that DCs in our model could be dysfunctional. Whether the dysfunction is related to 

IL-7 production itself or other signals that DCs deliver to thymocytes remains to be elucidated.  

 

Despite the absolute requirement of thymic DCs to prevent CD4+ T cell autoimmunity, medullary 

stromal cells play a critical role during negative selection since they express and produce a vast 

array of self-antigens that they transfer to DCs to induce the negative selection of self-reactive 

thymocytes [81-83]. mTECs express the transcription factor AIRE which regulates the expression 

of tissue-specific antigens [81-83]. AIRE-deficient mice have reduced expression of tissue-specific 

genes by mTECs, which leads to the development of autoimmune diseases against endocrine 

organs [84, 85]. Other mouse models such as Traf6−/− and Rel-b−/− mice also present alterations to 

the medulla microenvironment and develop multi-organ inflammation resulting from the 

production of self-reactive lymphocyte and abnormal regulatory CD4+CD25+ T cells [86-90]. In 

this study, the evaluation of mTEC recovery by day +21 post-SCT did not reveal any difference 
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with regards to mTEC numbers, maturity, and AIRE expression between [WT→Rag−/−] and [IL-

7−/−→Rag−/−] mice. Thus, based on the absence of autoreactive CD8+ T cells and normal functional 

Tregs in [IL-7−/−→Rag−/−] mice, our model is more consistent with an effect of IL-7−/− DCs on the 

production of autoreactive CD4+ T cells in Rag−/− mice. However, which DC subset is more 

affected by the lack of IL-7 production by hematopoietic cells remains to be determined.  

 

[IL-7−/−→Rag−/−] mice develop severe lymphopenia. While activated lymphocytes likely migrate 

into inflamed tissues, the fate of non-autoreactive T cells remains more obscure. The decline in 

thymopoiesis during immune reconstitution represent an important factor that can halte the rise in 

T cells [71].  In addition, peripheral DCs are also important during immune reconstitution since 

they provide TCR stimulation to naïve T cells for them to persist [69]. While accessibility to DCs 

is absolutely required for the homeostatic peripheral expansion (HPE) naive CD4+ T cells [91], DC 

are dispensable for CD8+ T cells since HPE can occur in their absence [92]. In [IL-7−/−→Rag−/−] 

mice, DC depletion occurs before T cell depletion (Supplementary Fig. 2). Importantly, the loss of 

DCs by day+ 28 post-SCT appears to have a more pronounce effect on CD4+ than CD8+ T cell 

counts, while at later time point, both CD4+ and CD8+ T cells counts were low. While alloreactivity 

can induce significant damage to the BM microenvironment to constrain DC production [93], it is 

not clear whether insults to stromal cells of the BM contributes occur in this model. Thus, in 

addition to the loss of thymopoiesis, the depletion of peripheral DCs likely aggravates lymphopenia 

in [IL-7−/−→Rag−/−] mice. 

 

While we provide conclusive evidence that self-reactive CD4+ T cells were produced in [IL-

7−/−→Rag−/−] mice, we also showed that the presence of the autoantigen in the periphery was 

essential in order to reveal the autoimmunity. This autoantigen was prevalent in mice under a Rag-

/- background, which likely explains why pathogenic CD4+ T cells failed to induce autoimmunity 

in IL-7−/−, IL-7Ra−/− or WT mice while they induced the disease in the IL-7−/−Rag−/− double 

knockout mice. Rag−/− mice present abnormalities to the gut epithelium and intestinal barrier, 

which predispose to gut leaking [94]. In addition, Rag−/− mice have a distinct composition of 

intestinal microbiota that differ considerably from other strains [95-98]. The excessive 

inflammation that prevailed in the gut of [IL-7−/−→Rag−/−] mice raised the prospect that the 
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autoantigen could be in the intestine. In some models of autoimmune diseases, commensal antigens 

were shown to initiate autoimmunity and changes in the microbiota of these animals prevented the 

development of the disease [99-103]. Several methods have been used to modulate the gut 

microbiota including the use of prebiotics, probiotics, stool transplantation and antibiotics [64, 67, 

104-109]. In this study the use of enrofloxacin provides a dramatic benefit to [IL-7−/−→Rag−/−] 

mice by reducing gut inflammation and death. The benefit provided by antibiotics has been known 

for some time but their mechanism of action in reducing/preventing anti-host reactivity remains 

poorly understood [66, 67, 110-112]. The effect of antibiotic is probably manifold since it could 

change the gut microbiota, reduce the bioavailability of gut self-antigens [113] and limit the 

trafficking of commensal self-antigens to the thymus, affecting negative selection of self-reactive 

thymocytes. In addition, it is not excluded that antibiotics could affect thymocytes and lymphocytes 

themselves [114]. The use of antibiotics with narrow-spectrum could help identifying elements of 

the microbiota that contribute to autoimmunity in [IL-7−/−→Rag−/−] mice.  

 

In conclusion, this study is the first to report the development of lethal autoimmunity in Rag−/− 

mice transplanted with IL-7-/- HSCs. In this model, IL-7 production by hematopoietic cells appears 

important to prevent autoimmunity in transplanted Rag−/− mice but dispensable for mice that are 

not on a Rag−/− background. Adoptive transfer experiments did not reveal the production of 

autoreactive lymphocytes in [WT→Rag−/−] mice, whereas CD4+ T cells isolated from in [IL-

7−/−→Rag−/−] mice reproducibly induced lethal autoimmunity in secondary Rag−/− recipients. 

Under very specific conditions, IL-7 production by hematopoietic cells can impact the negative 

selection of CD4+ thymocytes. The absence of mTEC in Rag−/− mice could limit IL-7 

bioavailability and reveal an unsuspected role played by hematopoietic-derived IL-7 during 

negative selection. Hematopoietic cells are not the primary source of IL-7 and only DCs have been 

described to produce the cytokine [12-15]. While studies have proposed that IL-7 could interfere 

with the negative selection of thymocytes [40], other studies have demonstrated that IL-7 could act 

as co-stimulation to help T cell activation [43, 115, 116]. Considering the medulla underdeveloped 

in Rag−/− mice, it is tempting to speculate that IL-7 co-stimulation produced by hematopoietic cells, 

and perhaps DCs, could boost TCR stimulation to reach the threshold of negative selection against 

low avidity for self-antigens. Whether these findings could be relevant to patients with OMENN 

syndrome needs further investigations. 
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FIGURES LEGENDS 
 

 
Figure 1: Rag-/- mice transplanted with IL-7-/- BM cells develop excessive inflammation and 

die. (A) schematic representation of the transplantation experiment. Irradiated Rag-/- mice received 

10x106 BM cells from either IL-7-/- or WT C57BL/6.SJL donor mice. (B) Survival curve of Rag-/- 

mice transplanted with WT [WT→Rag−/−] or IL-7-/- [IL-7−/−→Rag−/−] BM cells. (C) Body weight 

of [WT→Rag−/−] and [IL-7−/−→Rag−/−] after SCT. For day 34, P-values were determined by a 

Mann-Whitney test (*p≤0.05). A weight loss of 25% and more was considered a survival endpoint 

entailing euthanasia. P-values were determined by a LogRank test (***p£0.0005) (D) Visual 

examination of mice at day +34 post-SCT (E) Histopathology analysis of the small intestine, colon, 

liver, and skin viewed at 10X after hematoxylin and Eosin staining. (F) Dot plot showing CD44 

and CD62L expression on CD4+ and CD8+ T cells from LN. (G) Percentage of CD4+CD44+D62L+ 

and CD8+CD44+CD62L+ T cells from LN. Data are representative of 3 or more experiment, N=10 

per groups. Results show mean +/- s.e.m.  

 

Figure 2: The disease that developed in [IL-7−/−→Rag−/−] can be transferred to Rag-/- 

recipient by CD4+ T cells.  

(A) Schematic representation of the transplantation experiment. (B) Survival curve of Rag-/- mice 

after adoptive transfer of T cells isolated from the spleen of day +35 [WT→Rag−/−] or IL-7-/- [IL-

7−/−→Rag−/−] mice. P-values were determined by a LogRank test (***p£0.0005) (C) Survival curve 

of Rag-/- mice after adoptive transfer of CD4+ or CD8+ or CD4+ and CD8+ T cells enriched from 

day +35 [IL-7−/−→Rag−/−] mice. P-values were determined by a LogRank test (*p£0.05) (D) 

Survival curve of Irradiated WT, Rag-/-, IL-7Rα -/- and Rag-/- IL-7-/- mice after adoptive transfer of T 

lymphocytes enriched from day +35 [IL-7−/−→Rag−/−] mice. P-values were determined by a 

LogRank test (***p£0.0005) (E) Dot plot showing the expression of CD44 and CD62L expression 

on CD4+ and CD8+ T cells recovered from the spleen of Irradiated WT, Rag-/-, IL-7Rα -/- and Rag-/- 
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IL-7-/- mice that received enriched T lymphocytes from day +35 [IL-7−/−→Rag−/−] mice. Data are 

representative of 2 or more experiments, N=3-5 mice per groups. Results show mean +/- s.e.m.  

 

Figure 3: Thymus recovery in [IL-7−/−→Rag−/−] mice is followed by severe thymus involution 

(A) Dot plot showing CD4+ and CD8+ expression on thymocytes obtained from [IL-7−/−→Rag−/−] 

and [IL-7−/−→Rag−/−] at day 7, 14, 21, 28, and 35 post-SCT. (B) Histogram showing thymocyte 

counts Total cell counts in [IL-7−/−→Rag−/−] and [WT−/−→Rag−/−] at day 7, 14, 21, 28, and 35 post-

SCT. (C) Flow cytometric analysis showing the expression of CD24, CD5 and CD69 on single 

positive CD4+ thymocytes. (D) Dot plot showing the expression of CD24 and Qa2+ on single 

positive CD4+ and CD8+ thymocytes from [IL-7−/−→Rag−/−] and [IL-7−/−→Rag−/−] mice at day +35 

post-SCT. (E) Histogram showing the proportion of singly positive CD4+ and CD8+ thymocytes 

expressing Qa2 antigen at day +21 and +25 post-SCT in [IL-7−/−→Rag−/−] mice. Data are 

representative of 3 independent experiments, N=3-4 mice per groups. Results show mean +/- s.e.m. 

P-values were determined by a Mann-Whitney test (*p≤0.05) 

 

Figure 4: Evaluation of peripheral lymphocyte reconstitution in [IL-7−/−→Rag−/−] and 

[WT→Rag−/−] mice. (A) Histograms showing CD4+ and CD8+ T cell counts in the spleen and LN 

of [IL-7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] mice at indicate time points. (B) Intracellular flow 

cytometric analysis of IFN-γ and IL-17 produced by CD4+ and CD8+ T in day +35 post-SCT [IL-

7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] mice. (C) Histograms showing the percentage of CD4+ and CD8+ 

T cells producing IFN-γ and IL-17 in day +35 post-SCT [IL-7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] mice. 

(D) Evaluation of the Vβ repertoire in CD4+ T cells from the spleen of day +35 [IL-7−/−→Rag−/−] 

and [WT→Rag−/−] mice. Results are from 3 independent experiments. N = 3-4 per group. For the 

Vb experiment, splenocytes were pooled from 3 mice and the experiment was repeated twice. P-

values were determined by a Mann-Whitney test (*p≤0.05) 

 

Figure 5: Evaluation of Tregs immune reconstitution and function in [IL-7−/−→Rag−/−] and 

[WT→Rag−/−] mice. (A) Histograms showing the absolute numbers of CD4+CD25+FoxP3+ 

regulatory T cells in the thymus of control C57BL6 wild type mice and [IL-7−/−→Rag−/−] and 
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[WT→Rag−/−] mice at indicated time points. (B) Histograms showing the absolute numbers of 

CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T cells in the spleen of [IL-7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] mice 

at indicated time points. (C) Flow cytometry histogram showing the expression of CD25, FoxP3, 

LAG3, PD-1, GITR, CTLA-4.  Expression levels of these receptors were gated on CD4+FoxP3+. 

(D) In vitro evaluation of the suppressive functions of Tregs by flow cytometry. Histogram 

showing the dilution of CTV labelled primed T cells exposed to Tregs and non-Tregs cells.  (E) In 

vivo evaluation of the suppressive function of Tregs.  Tregs and non-Tregs CD4+ T cells isolated 

from [IL-7−/−→Rag−/−] mice were transferred into Rag-/- recipient at indicated ratio. Data are 

representative of 2 independent experiments. n=2 per group. P-values were determined by a 

LogRank test (*p£0.05). For A and B, results show mean +/- s.e.m, N= 3-4. P-values were 

determined by Kruskal-Wallis test followed by a post-hoc Dunn’s test (*p≤0,05).  

 

Figure 6: Evaluation of stromal cells and dendritic cells in the thymus of [IL-7−/−→Rag−/−] 

and [WT→Rag−/−] mice. (A) Flow cytometry analysis performed on the thymus of day+21 post-

SCT [IL-7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] mice. R1 shows TECs based on the expression of CD45- 

and EpCAMp+. Flow cytometry histograms show mTECs (CD45-Ly51low UE-A1+) in indicated 

mice. (B) Histogram showing the absolute number of TECs, mTECs, and cTECs in indicated mice. 

(C) Flow cytometry histograms showing MHC class II, Aire, and CD80 expression by mTECs. (D) 

Histogram showing the mean fluorescence intensity (MFI) of MCH class II, Aire and CD80 on 

mTECs from [IL-7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] mice. (E) Flow cytometry plots showing thymic 

cDCs (CD11highCD45RA+) and pDCs (CD11cintCD45RA+). CD8+Sirpα- (CD8α+DCs) and 

CD8loSirpα+ (Sirpα+DCs) were identified by gating on cDCs (CD11highCD45RA+). (F) Histogram 

showing the absolute number of cDCs, CD8α+DCs, Sirpα+DCs and pDCs in the thymus of day +21 

post-SCT [IL-7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] mice. (G) Flow cytometry histograms showing the 

expression of MCH II, CD40, CD80, and CD86 on CD8a+ DCs from day +21 post-SCT [IL-

7−/−→Rag−/−] and [WT→Rag−/−] mice. (H) Histogram showing the mean value of MFI expression 

of MCH II, CD40, CD80, and CD86 on CD8a+ DCs from day +21 post-SCT [IL-7−/−→Rag−/−] and 

[WT→Rag−/−] mice. Data are representative of 2 independent experiments with n=2-4 mice per 

group. Results show mean +/- s.e.m. P-values were determined by Kruskal-Wallis test (*p≤0,05).  
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Figure 7: Treatment with antibiotic reduces gut inflammation and restores T cell 

homeostasis. (A) Picture of control [WT→Rag−/−], [IL-7−/−→Rag−/−] treated with antibiotic, and 

[IL-7−/−→Rag−/−] at day +35 post-SCT. (B) Surival curve of [WT→Rag−/−], [IL-7−/−→Rag−/−] 

treated with antibiotic, and [IL-7−/−→Rag−/−] mice. P-values were determined by a LogRank test 

(*p£0.05).  (C) Length of the colon of [WT→Rag−/−], [IL-7−/−→Rag−/−] treated with antibiotic, and 

[IL-7−/−→Rag−/−] at day +35 post-SCT. (D) Histograms showing the mean average colon length in 

centimeter. (E)  Representative Flow cytometry analysis of CD4+IL-17+ (Th17), CD4+IFN-γ+ 

(Th1), and CD4+IL-17+IFN-γ+ (Th17/Th1) in indicated mice. (F) Histogram showing the absolute 

number of CD4+IL-17+ (Th17), CD4+IFN-γ+ (Th1) in the colon of day +35 post-SCT 

[WT−/−→Rag−/−], [IL-7−/−→Rag−/−] treated with antibiotic, and [IL-7−/−→Rag−/−] mice.  (G) Size 

of the thymus at day +35 post-SCT of indicated mice on a metric scale. (H) Representative flow 

cytometry of thymocytes based on CD4 and CD8 receptor expression in indicated mice 35 days 

post-SCT. (I) Thymocyte counts in indicated mice 35 days post-SCT. Data are representative 

results of three independent experiments with 2-4 mice per group. Results show mean +/- s.e.m. P-

values were determined by Kruskal-Wallis test (*p≤0,05; **p≤0,005).  
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Figure 5 
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Figure 6 (suite) 
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Supplementary Figure 1 

 

Supplementary Figure 1: Absolute number of dendritic cells CD11C+IAIE + in thymus of 

[WT→Rag−/−] and [IL- 7−/−→Rag−/−] at indicated time points post-SCT.  
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Supplementary Figure 2 

 

Supplementary Figure 2: Absolute number of dendritic cells CD11C+IAIE + in spleen of  

[WT→Rag−/−] and [IL-7−/−→Rag−/−] at indicated time points post-SCT.  
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CHAPITRE 4 : Discussion et Perspectives  

4. L’axe IL7/IL7Ra et les CD dans la reconstitution et 
l’homéostasie des lymphocytes T 
  

L'interleukine-7 (IL-7) est une cytokine connue depuis longtemps dans le domaine de 

l'immunologie, principalement pour ses effets dans le développement et l'homéostasie des LT et 

LB. Au cours de ces dernières années, cette cytokine apparaît avoir un champ d'activité beaucoup 

plus large, cela dans des conditions tout aussi physiologiques que physiopathologiques comme 

par exemple dans une variété de maladies auto-immunes ou le cancer. Dans l’ensemble de ces 

contextes, la contribution de l'IL-7 implique nécessairement deux paramètres : la source et le 

récepteur de l’IL-7. L’IL-7 est produite dans plusieurs tissus et signale via son récepteur l’IL-

7Rα, à partir duquel vont s’enclencher différentes cascades de signalisation qui sont mobilisées 

chacune séparément et dont certaines chevauchent avec celles du TCR. L’objectif de cette thèse 

était d’étudier la contribution de l’axe IL-7/ IL-7Rα et des CD dans la reconstitution immunitaire 

et l’homéostasie des LT dans deux contextes thérapeutiques différents (traitement par imatinib 

et greffe de MO) : Dans le chapitre 2, nous avons mis en évidence une perturbation de la 

signalisation de l’IL-7 dans les LT en plus d’une anomalie quantitative des CD suite à une 

interférence avec l’imatinib. Dans le chapitre 3, nous avons démontré un rôle crucial de l’IL-7 

produite par les cellules hématopoïétiques dans la reconstitution immunitaire après greffe de MO.  
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4.1. Effet de l’imatinib sur l’homéostasie des lymphocytes T 

	

4.1.1. L’axe IL7/IL7Ra dans l’altération de l’homéostasie des lymphocytes T 

chez les patients atteints de LMC traités avec de l’imatinib  

	

L’IL-7 est produite par les cellules stromales qui tapissent divers organes incluant le thymus, la 

moelle osseuse, les ganglions lymphatiques, la peau, l’intestin, le foie et également produite par 

les CD (Fry and Mackall, 2002). Comme mentionné dans l’introduction, la signalisation de l'IL-

7 est initiée par sa liaison à l'IL-7Rα, puis le recrutement de la chaîne γc. Ces deux composantes 

ensemble sont à l’origine de la mobilisation de diverses voies de signalisation : JAK/STAT, 

PI3K/AKT. Une délétion de Jak3, γc, Stat5 entraine une profonde lymphopénie (Nosaka et al., 

1995; Park et al., 1995; Cao et al., 1995; DiSanto et al., 1995; Suzuki et al., 2000; Yao et al., 

2006). En accord avec cet aspect essentiel de l’intégrité de la signalisation de l’IL-7 dans 

l’homéostasie des LT, nos résultats présentés dans l’article 1, démontrent que la lymphopénie 

sévère observée chez les patients atteints de LMC et traités par l’imatinib, serait liée à une 

altération de la signalisation de l’Il-7 au niveau de p-STAT5 induite par l’imatinib (Section 4.1).  

 

4.1.2. L’imatinib induit une altération de la signalisation de l’IL-7 au niveau 

des lymphocytes T  

L’imatinib est le traitement de première intention chez les patients atteints de LMC liée au 

chromosome de Philadelphie. L’action principale de l’imatinib consiste à inhiber spécifiquement 

l’activité tyrosine kinase de la protéine de fusion BCR-ABL notamment la phosphorylation de 
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STAT-5 (p-STAT5) dans les cellules leucémiques. Cependant, malgré la spécificité de l’imatinib 

pour BCR-ABL, l’effet inhibiteur de l’imatinib peut également interférer avec des voies de 

signalisation dans des cellules immunitaires saines (Appel et al., 2005). Des études 

expérimentales in vitro ont démontré que l'imatinib inhibe l'activation et la prolifération des LT 

normaux (Cwynarski et al., 2004; Seggewiss et al., 2005; Boissel et al., 2006; Legros et al., 2012). 

De plus, chez les patients atteints de LMC, une lymphopénie sévère est décrite. En accord avec 

ces observations, nos analyses de PBMC de patients atteints de LMC ont montré une 

lymphopénie des LT CD4+ et CD8+ qui est d’autant plus sévère chez les patients traités à 

l'imatinib (Article 1, figure 1a-c). Legros et al, ont démontré une contribution du facteur Fas 

induite par l’imatinib dans les LT activés favorisant la mort cellulaire (Legros et al., 2012). Bien 

que chez les patients LMC sous imatinib, la lymphopénie ait été caractérisée, les mécanismes 

d’action impliqués restent très peu étudiés. L’objectif de l’article 1 était d’évaluer l’implication 

de l’axe IL-7/ IL-7Rα dans la lymphopénie observée chez les patients atteints de LMC traités par 

l’imatinib. Connaissant le rôle central de l’axe IL-7/IL-7Rα dans l’homéostasie des LT, nous 

avons dans un premier temps analysé la signalisation de l’Il-7 sur des LT de sujets sains en 

présence d’imatinib. Pour cela, nous avons mené une étude in vitro à partir de PBMC humains 

cultivés en présence de 3 µm d’imatinib suivie d’une stimulation par l’IL-7 à différentes 

concentrations. Alors que 0,5 et 1ng/ml d'IL-7 sont suffisants pour induire p-STAT5 dans les 

lymphocytes T, des concentrations beaucoup plus élevées d'IL-7 sont nécessaires lorsque ces 

cellules sont exposées à 3 µm d’imatinib (Article 1, figure 1e). Ces résultats démontrent une 

altération de la signalisation de l’Il-7 notamment une baisse de la sensibilité dans la 

phosphorylation de STAT5 suite à une stimulation par l’IL-7.  
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4.1.3. L’imatinib affecte la survie et non la capacité proliférative des 

lymphocytes T  

Larmonier et al ont démontré une réduction de l'activation des facteurs de transcription STAT3 

et STAT5 par l’imatinib dans les Treg.  En plus de cette observation, l'analyse de la cascade de 

signalisation induite par le TCR des Treg a révélé une inhibition de la phosphorylation de ZAP70 

et de LAT sous l’action de l’imatinib (Larmonier et al., 2008). Ces observations corroborent avec 

nos résultats qui démontrent un effet de l’imatinib sur la signalisation du TCR en montrant 

l'inhibition de la phosphorylation de ERK-1/2 en réponse à une simulation sous-optimale du TCR 

des LT CD4+ et CD8+ exposés à 3 µm d'imatinib (Article 1, figure 1d). L’ensemble de nos 

analyses in vitro démontrent une perturbation de la signalisation de l’IL-7 et du TCR induite par 

l’imatinib. À partir de ce résultat et compte tenu du rôle crucial de l’IL-7 et du TCR pour la survie 

et la prolifération homéostatique des LT, notre prochaine étape a été d’évaluer l’action de 

l’imatinib sur l’homéostasie des LT in vivo. Nous avons élaboré un modèle in vivo basé sur un 

transfert adoptif de LT WT marqués au CTV dans des souris receveuses syngéniques 

lymphopéniques traitées à l’imatinib par gavage (Article 1, Figure 2a). Les résultats in vivo 

démontrent que malgré les faibles comptes de LT CD4+ et CD8+ observés chez les souris traitées 

à l’imatinib, les LT maintiennent leur capacité proliférative (Article 1, Figure 2b-d). Le rôle non 

redondant des signaux de l'IL-7Rα pour la prolifération homéostatique est parfaitement démontré 

par la prolifération altérée des LT IL-7Rα -/- (Osborne et al., 2007). En considérant cette 

observation, comment expliquer ici, ce maintien de la prolifération des LT suite à une 

perturbation de la signalisation de l’IL-7 ?  

Plusieurs études ont décrit des activités distinctes des voies de signalisation induites par l’IL-7 

qui pourraient être liées à différents états des LT à savoir la survie, prolifération ou l’activation. 



	
	

	165	

En effet la voie JAK / STAT5 semblerait induire des signaux de survie via l'expression de BCL2 

tandis que la voie PI3K / AKT favoriserait la prolifération cellulaire et l’activation (Crawley et 

al., 2014). La voie PI3K/AKT est une voie en aval commune à la signalisation de l’IL7 et du 

TCR. Dans l'homéostasie des LT naïfs, il est prouvé que l'IL-7 peut agir en synergie avec les 

signaux du TCR pour favoriser à la fois la survie et l'induction de la prolifération homéostatique. 

Ainsi le maintien de la capacité proliférative des LT que nous avons observée dans les souris 

traitées à l’imatinib, laisse penser que le TCR serait suffisamment fonctionnel pour signaler en 

synergie avec l’IL-7 possiblement via la voie PI3K pour soutenir la prolifération. En revanche la 

lymphopénie des LT en présence d’imatinib serait principalement associée à un défaut de survie 

induit par l'inhibition de la signalisation de l'IL-7 via p-STAT5. Un autre point à souligner est 

que l’inhibition de la signalisation du TCR par l’Imatinib pourrait également contribuer aux 

faibles quantités des LT CD4 + et CD8+. Cependant, avec nos résultats obtenus à partir d’un test 

in vitro montrant une légère altération de la phosphorylation de ERK, il est difficile de transposer 

cette observation à ce qui se passe in vivo.    

 

4.2. Les CD : une cible et une source pour l’IL-7  

L’IL-7 est décrite comme un facteur qui participe au développement des cellules dendritiques 

(voir section 4.2.1) et certaines populations de CD normales produisent également de l'IL-7 (voir 

section 4.3.1).  
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4.2.1. Altération des cellules dendritiques en présence d’imatinib 

Des études antérieures ont démontré une modulation négative du développement en plus d’une 

altération fonctionnelle des CD induite par l'imatinib (Appel et al., 2005; Appel et al., 2004). En 

accord avec ces précédentes observations, nous avons constaté une baisse drastique des CD 

incluant les mDC1, mDC2 et mDC3 ainsi que les pDC chez les patients atteints de LMC lors du 

diagnostic. Cette réduction des différents sous-types de CD est encore plus significative chez les 

patients traités par l’imatinib (Article 1, Figure 2e). L’ensemble de ces données démontre que 

l’imatinib est un facteur aggravant la perturbation du pool des CD. Cette régulation négative de 

l’homéostasie des CD par l’imatinib est d’autant plus confirmée par la diminution du nombre de 

CD observée dans notre modèle murin traité avec de l imatinib (Article 1, Figure 2c). Les CD et 

l'IL-7 sont deux facteurs essentiels pour les LT et une déficience de l’un de ces facteurs pourrait 

diminuer la survie et la PH des LT (Gauthier et al., 2015; Moutuou et al., 2018). Dans notre 

étude, la perturbation du pool des CD observée pourrait également favoriser/contribuer à la 

lymphopénie observée chez les patients et le modèle murin traités avec de l’imatinib.  

Pour expliquer la perturbation du pool des CD par l’imatinib, plusieurs possibilités ont été 

démontrées, à savoir une inhibition non spécifique de Flt3-L ou encore une interférence de 

l’imatinib avec le GM-CSF (Taieb et al., 2004; Medina et al., 2019). Dans notre laboratoire, la 

culture de cellules CD34+ normales avec du GM-CSF ou Flt3-L en présence d’imatinib a révélé 

une altération significative de la différenciation des cellules CD34+ en CD (données observées 

au laboratoire).  

Dans nos travaux, chez les patients atteints de LMC puis traités avec de l’imatinib, nous avons 

mis en évidence une perturbation de la signalisation de l’IL-7 dans les LT suite à une inférence 

avec l’imatinib. Sachant que l’expression de l’IL7Rα par différents sous-ensembles de CD est 
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bien connue et cette expression, semble jouer un rôle dans le développement et l'homéostasie des 

CD (Reche et al., 2001; Guimond et al., 2009; Vogt et al., 2009; Fry and Mackall, 2002), quel 

est l’impact de la perturbation de la signalisation de l’IL-7 induite par l’imatinib sur les CD ?  Il 

a été démontré que bien que tous les sous-populations de CD connues puissent être détectées 

chez les souris IL-7Rα - / - et IL-7 - / -, la perte de signalisation de l'IL-7 pourrait affecter le nombre 

des cDC et de pDC (Yang et al., 2005; Vogt et al., 2009). Ces études et nos résultats laissent 

penser que l’imatinib pourrait tout comme pour les LT, affecter le développement et le pool des 

CD en altérant la signalisation de l’axe IL7/ IL-7Rα.  

 

 

4.3. Les CD et l’IL-7 dans la reconstitution des lymphocytes T  

	

4.3.1. Les CD : une source d’IL-7, quel rôle dans le développement des 

lymphocytes T ? 

Dans le thymus, les cellules stromales constituent la principale source d'IL-7 et un petit nombre 

d’études a montré que les CD constituaient également une source d'IL-7 toutefois sa contribution 

dans le thymus n’a jamais été évaluée (Kroncke et al., 1996; de Saint-Vis et al., 1998; Sorg et al., 

1998; Guimond et al., 2009; Zubkova et al., 2005).  

Au niveau fonctionnel, la souris déficiente en IL-7 démontrant une diminution de la cellularité 

thymique et une lymphopénie sévère, représente le modèle murin idéal pour illustrer la fonction 

globale de l’IL-7 (von Freeden-Jeffry et al., 1995). Cependant très peu d’études se sont 

intéressées à la compréhension de la fonction locale de l’IL-7 au sein des différents organes 
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caractérisés comme source d’IL-7. En ce qui concerne le thymus, le groupe de Koichi Ikuta a 

généré des souris knock-out conditionnellement déficientes pour l'expression d'IL-7 par les TEC. 

Ces souris ont une réduction significative des LT αβ et γδ (Shitara et al., 2013). Sachant que dans 

le thymus, les CD constituent également une source d’IL-7 et compte tenu du rôle crucial de ces 

cellules dans la thymopoïèse, quelles seraient les conséquences d’une déficience d’IL-7 dans les 

CD ? Face à cette interrogation, l’objectif de l’article 2 avait pour but d’étudier le rôle de l’IL-7 

produite par les cellules dendritiques dans la reconstitution des LT après greffe de MO. Les 

résultats présentés dans l’article 2 démontrent pour la première fois dans la littérature que la 

déficience de production d’IL-7 par les cellules hématopoïétiques entraine une maladie auto-

immune dans un contexte de reconstitution immunitaire après greffe de moelle osseuse (Article 

2).  

 

4.3.2. La greffe de MO IL-7-/- dans les souris Rag -/- conduit à une maladie 

auto-immune systémique létale lymphocytes T CD4+ dépendante.  

Pour évaluer la contribution de l’IL-7 produite par les cellules hématopoïétiques dans la 

reconstitution immunitaire et l’homéostasie lymphocytaire, nous avons généré un modèle murin 

permettant d’exclure la production d’IL-7 d’origine hématopoïétique après greffe de MO IL-7 -/- 

dans des souris Rag -/- (Article 2, Figure 1 A). Les souris Rag -/-  reconstituées avec la MO IL-7 -

/- développent une maladie auto-immune systémique et létale après 4 semaines post-greffe 

(Article 2, Figure 1). Le caractère auto-immun de certaines maladies, telles que l’IBD, l'EAE, le 

DT1…etc, est démontré entre autres par la capacité à récapituler la maladie dans des hôtes 

syngéniques initialement saines après un transfert adoptif de LT de souris malades (Ortega et al., 

2013; Haskins and McDuffie, 1990; Peterson and Haskins, 1996 ; Christianson et al., 1993; 



	
	

	169	

Sharma et al., 2009; Malchow et al., 2016). Dans les organes lymphoïdes secondaires des souris 

malades, nous avons observé une forte accumulation de LT CD4+ et de LT CD8+ activés. Pour 

vérifier le caractère autoréactif des LT activés des souris malades, nous avons effectué un 

transfert adoptif de LT de souris malades dans des souris lymphopéniques versus des souris WT 

syngéniques. Nos données ont démontré la possibilité d’induire la maladie uniquement dans des 

souris receveuses saines Rag -/- après le transfert des LT CD4+ et non des LT CD8+ seuls (Article 

2, Figure 2). Cette observation soutient fortement le caractère autoréactif du répertoire des LT 

CD4+ des souris malades. Pourquoi les LT CD4+ et non les LT CD8+ ? Pour expliquer ce résultat, 

il a été démontré que pour les LT CD8+, les CD pourraient ne pas être nécessaires et de plus leur 

absence peut être combler par la présence d’autres cellules exprimant le CMH I telles que les 

cellules stromales. En revanche, pour le développement et l'homéostasie des LT CD4+, les 

interactions étroites avec les CD demeurent indispensables (Gallegos and Bevan, 2006; 

Ohnmacht et al., 2009; Gauthier et al., 2019). L’ablation des CD ou un déficit constitutif des CD 

entraine une perturbation de la différenciation des LT, ce qui engendre une production massive 

de LT CD4+ autoréactifs mais un répertoire inchangé de LT CD8+ (Teshima et al., 2003; 

Ohnmacht et al., 2009; Huang et al., 2014). Les symptômes cliniques observés dans ces souris 

incluent une perte de poids sévère, une colite létale avec une fréquence élevée de LT CD4+ activés 

de type Th1, Th17 observée dans les organes lymphoïdes et l’intestin. Ces observations sont très 

similaires avec nos données obtenues chez les souris reconstituées avec la MO IL-7-/- et de telles 

similitudes suggèrent une contribution des CD avec un rôle possible de l’IL-7 d’origine 

hématopoïétique dans l’induction de la tolérance des LT CD4+.  
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4.3.3. L’interleukine-7 dans la lymphopénie: un médiateur clé dans l'auto-

immunité induite par les lymphocytes T 

La greffe de cellules hématopoïétiques après un traitement myéloablatif comme la radiothérapie, 

implique une période de lymphopénie sévère avant la reconstitution comme observée dans nos 

résultats de la cinétique de la reconstitution des LT en périphérie qui demeure très faible avant J 

28 post-greffe (Article 2, Figure 4A). Il est bien connu que la grande disponibilité en cytokines 

homéostatiques telles que l'IL-7, associée à la lymphopénie, peut soutenir non seulement la 

prolifération du pool des LT normaux mais également à la prolifération et l'activation des LT 

autoréactifs (Calzascia et al., 2008; Jameson, 2002; Krupica et al., 2006; Le Campion et al., 

2009). Nos résultats ont montré que chez les souris reconstituées avec la MO IL-7-/-, les LT 

nouvellement générés en périphérie semblent contenir une proportion accrue de cellules 

fortement autoréactives (Article 2, Figure 2). Dans ce contexte, notre hypothèse est que la 

lymphopénie impliquant des concentrations élevées d'IL-7 systémique, aurait un rôle critique 

dans l’expansion des LT CD4+ autoréactifs nouvellement générés mais également dans la 

potentialisation de la signalisation du TCR.  

Des études ont montré que l’inhibition de la signalisation de l'IL-7 réduit efficacement la gravité 

de diverses maladies auto-immunes (Calzascia et al., 2008; Gonzalez-Quintial et al., 2011; 

Penaranda et al., 2012). Pour évaluer ce point 3 semaines après greffe, nous aurions pu injecter, 

un anticorps neutralisant l’IL-7 dans nos souris reconstituées avec la MO IL-7-/-, ce qui induirait 

possiblement une diminution de l’expansion et l’activation des LT autoréactifs médiée par l'IL-

7 systémique.  

Dans notre étude nous démontrons que le transfert adoptif des LT de souris malades dans 

différentes souches lymphopéniques, que seules les souris Rag-/- et la souris double knockout 
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Rag-/- IL-7-/- récapitulent la maladie (Article 2, Figure 2D). Une explication face à cette 

observation, implique la contribution d’autres facteurs spécifiques au fond génétique de la souris 

Rag Knock-out notamment l’environnement thymique et le microbiote que nous évoquerons dans 

les sections suivantes.  

 

4.3.4. La production de l’IL-7 par les CD : un possible rôle compensatoire 

face à l’altération quantitative des TEC ?  

Il a été démontré que les CD thymiques aussi bien les résidentes que les CD migratoires 

participent à la médiation de la sélection négative de thymocytes en développement (Wu and 

Shortman, 2005; Irla et al., 2010; Hadeiba et al., 2012). L’analyse quantitative et qualitative des 

différents sous-types de CD n’a révélé aucune différence entre les souris reconstituées avec la 

MO IL-7-/- et les souris greffées avec la moelle WT (Article 2, Figure 6E-F-G). Ce résultat 

indique que mis à part le déficit de production d’IL-7 par les CD, il n’y a pas de différence 

phénotypique pouvant affecter la reconstitution immunitaire.  

Nous avons démontré que seules des souris Rag-/- et non des WT reconstituées avec la moelle 

IL-7-/- développaient une maladie auto-immune. L’analyse de la médulla des chimères 

reconstitués avec la MO IL7-/- vs la MO WT, a montré une réduction significative des TEC 

comparativement à une souris WT non irradiée (Article 2, Figure 6A-B), cela malgré une 

reconstitution thymique normale observée dans ces chimères à J 21. Mais comment expliquer ce 

résultat ? 

La médulla occupe un rôle central dans la maturation et la sélection des thymocytes SP. Et 

inversement, le développement, l'organisation et le maintien de la médulla sont régulés par des 
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interactions avec les thymocytes SP (Irla et al., 2008). Dans la souris Rag-/-, l'arrêt précoce de la 

différenciation des thymocytes résulte d’une atrophie thymique, une désorganisation de 

l’architecture, une anomalie de la composition thymique et de la formation de la médulla. 

(Anderson et al., 2000b; Prockop and Petrie, 2004; Zamisch et al., 2005; Marrella et al., 2014). 

Chez l’homme, la mutation des gènes Rag1 et Rag2 est associée au syndrome d’Omenn montrant 

une déficience des mécanismes de la tolérance centrale due entre autres à une altération de 

l’environnement thymique (Marrella et al., 2014). L’ensemble de ces études, nous a conduit à 

envisager l’hypothèse que l’environnement thymique de la souris Rag -/- pourrait être un facteur 

important qui favoriserait une altération de la sélection négative des thymocytes autoréactifs et 

par conséquent une maladie auto-immune. Sauf que malgré la réduction similaire des mTEC 

observée dans nos chimères reconstituées avec la MO IL7-/- vs la MO WT, les souris 

reconstituées avec la MO WT n’ont pas développé la maladie. Cette observation suggère que 

face à la réduction des TEC observée dans nos chimères reconstituées avec la MO IL7-/- vs la 

MO WT, un apport d’IL-7 produite par les CSH , probablment par les CD serait nécessaire pour 

prévenir l’auto-immunité. Par le système de culture sur des silices thymiques combiné à la 

microscopie à deux photons, l’équipe de E.Robbey a démontré des interactions successives entre 

thymocytes/CD, estimées à environ 500 CD/thymocyte pendant leur séjour dans la médulla (Le 

Borgne et al., 2009). Cette polygamie des thymocytes offre la possibilité de prévenir la maladie 

par l’apport de CD fonctionnelles dans un contexte de déficience en CD. Ceci expliquerait le fait 

que les Rag -/- reconstituées avec la combinaison de MO [WT + IL-7-/-] ne développent pas la 

maladie et ont un profil thymique similaire à la souris WT (Annexe Figure 1). Pour l’aspect 

quantitatif, une étude a démontré la nécessité d’un minimum de 1 CD pour 200 thymocytes pour 

assurer la tolérance centrale (Matzinger and Guerder, 1989). Par conséquent, ce n’est qu’en cas 

d’une suppression complète des CD thymiques qu’une maladie auto-immune peut se développer. 
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Nous avons testé différents ratios dans la combinaison de MO [WT + IL-7-/-]. Alors que les souris 

reconstituées avec une combinaison de 50 : 50 % sont protégées contre la maladie, les souris 

ayant reçu la mixture (10%+ 90%) de MO WT + IL-7-/- développent la maladie. Ces souris 

malades démontrent notamment une atrophie thymique semblable à celle des souris reconstituées 

avec 100% de MO IL-7-/- (Annexe Figure 1).  Ainsi pour contrer la maladie, des quantités 

importantes de CSH WT sont requises. L’ensemble de ces données soutiennent fortement un rôle 

essentiel de l’IL-7 produite par les CSH en l’occurrence les CD pour prévenir la maladie dans un 

environnement thymique altéré.  

Marella et al, ont démontré l'effet in vivo de l'administration d'anticorps monoclonal anti-CD3ε 

(mAb) chez des souris Rag-/- mimant le syndrom d’Omenn. Bien qu'aucun changement 

significatif n'ait été observé dans le thymus des souris adultes, l'injection de l’anti-CD3ε au stade 

néonatal favoriserait une amélioration significative de la cellularité des TEC et de la morphologie 

du thymus, avec l'apparition de zones distinctes : le cortex et la médulla (Marrella et al., 2012). 

Dans nos travaux décrit ici, nous pourrions traiter des souris Rag-/- au stade néonatal avec de 

l’anti CD3ε pour favoriser une reprise de l’architecture thymique. Ces souris traitées pourront 

ensuite être greffées avec la MO IL-7-/- ou WT, ceci dans le but de voir s’il serait possible de 

prévenir la maladie en améliorant l’environnement thymique.  

Une autre alternative pour évaluer la contribution d’une médulla déficiente dans la maladie que 

nous avons observée dans nos chimères serait le traitement avec le facteur de croissance des 

kératinocytes (KGF). Le KGF est connu comme étant un mitogène des cellules épithéliales. Chez 

les souris jeunes et âgées après irradiation, ou recevant de la dexaméthasone induisant des 

dommages de l’environnement thymique, l'administration du KGF favorise une augmentation 

significative de la cellularité thymique. Dans notre étude, nous pourrions injecter du KGF à nos 
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souris et voir si en favorisant une reprise de l’environnement thymique, la maladie pourrait être 

prévenue.  

4.3.5. Les CD : une source de cytokine essentielle pour la sélection thymique  

Les preuves accumulées suggèrent que lors de la sélection thymique, d'autres facteurs seraient 

impliqués dans les interactions CD/thymocytes, notamment l’action de cytokines produites par 

les CD (Yarilin and Belyakov, 2004). Ces cytokines pourraient moduler les signaux délivrés par 

les interactions TCR-CMH / peptide pour renforcer le processus de sélection (Hou et al., 2015; 

Weist et al., 2015; Mencarelli et al., 2018). Des travaux récents ont démontré que l’absence de 

certaines cytokines produites par les CD thymiques telle que l’IL-2 entrainait de l’auto-immunité 

systémique et une baisse des Treg (Mencarelli et al., 2018). Soutenant l’importance de certaines 

cytokines produites par les CD dans la sélection thymique, alors que la source majoritaire de 

l’IL-2 thymique est les LT eux même, Robey et ses collègues ont démontré que le développement 

des Treg dépendait en partie de l’IL-2 fournit par les CD (Weist et al., 2015). Hou et al, ont 

démontré que l'IL-15 produite des cellules hématopoïétiques, vraisemblablement provenant des 

CD thymiques, était nécessaire pour une sélection négative optimale des thymocytes autoréactifs 

(Hou et al., 2015).  

Nos données présentées dans cette étude révèlent que l’IL-7 potentiellement produite par les CD 

pourrait avoir un rôle crucial dans la tolérance des LT CD4+. Pour mieux évaluer l’impact de 

l’absence de la production de l’IL-7 produite par les CD dans la différenciation thymique et 

l’homéostasie des LT, il serait important de générer des souris IL-7 conditionnelles knockout, où 

l’IL-7 serait flanquée dans des sites LoxP. Ces souris pourraient être croisées avec des souris 

CD11C-Cre+ de type sauvage.  
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4.3.6. L-IL-7 produite par les CD : fonction de costimulation dans la 

signalisation du TCR ? 

Sorg et al, ont démontré chez l’humain, que les CD constituaient une source d'IL-7 qui contribuait 

à la costimulation de l’activation des LT (Sorg et al., 1998). Une autre étude a démontré via une 

réaction lymphocytaire mixte (MLR), que les CD modifiées génétiquement pour sécréter l'IL-7 

étaient plus efficaces pour amplifier l'activation des LT spécifiques d'une tumeur (Westermann et 

al., 1998). Guimond et al ont observé que l’IL-7 produite par les CD était plus apte à soutenir la 

prolifération des LT CD4+ essentiellement dans un milieu déficient en IL-7. Cette même étude a 

démontré que la PH des LT naïfs CD4+ nécessite l’expression commune du CMH II et de l’IL-7 

par une même CD (Guimond et al., 2009).  

Ainsi l’ensemble de ces études démontre que la production d'IL-7 par les CD pourrait avoir un 

effet costimulant qui serait d’une importance physiologique dans un contexte où l’IL-7 

systémique devient limitante ou absente. À partir de ces observations basées que sur des 

expériences réalisées dans le compartiment périphérique et avec l’appui de nos résultats, nous 

avons émis le modèle illustré par la (Figure 4.1). Ce modèle postule que dans un environnement 

thymique où les TEC (principales cellules productrices d’IL-7) seraient réduits, l’IL-7 produite 

par les CD pourrait ainsi avoir un rôle important pour optimiser la stimulation du TCR 

potentiellement autoréactif tout en favorisant la probabilité que les thymocytes reconnaissent le 

peptide du soi en même temps que l’IL-7 (Figure 4.1). Dans l’action en synergie du TCR et l’IL-

7 observée en périphérie, il a été démontré que bien que les deux voies soient activement 

impliquées, les contributions relatives des deux signaux varient selon le seuil de 

sensibilité/affinité des clones de LT (Seddon and Zamoyska, 2002a). Transposer cette flexibilité 
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de l’affinité du TCR dans le thymus permettrait une discrimination de l’action de l’IL-7 produite 

par la CD selon l’affinité du peptide du soi (force de la signalisation du TCR).  

 

 

       Figure 4.1 : modèle du rôle de l’IL-7 produite par les CD dans la sélection négative des lymphocytes 
T autoréactifs. 
 
 
 

4.3.7. Comment s’opèrerait la signalisation de l’IL-7 produite par les CD sur 

le thymocyte dans une médulla altérée ?  

Une modulation différentielle de la signalisation de l’IL-7 dépendamment de la concentration de 

l’IL-7 contenue dans l’environnement a été démontrée. Cette sensibilité des LT aux différences 

de concentration d’IL-7 aurait un impact sur l’orientation d’un LT vers divers états à savoir, 

survie, prolifération, activation (Swainson et al., 2007; Crawley et al., 2014). Dans le thymus, 
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l’IL-7 secrétée par les TEC signale de façon paracrine. Il serait concevable de penser que la 

concentration d’IL-7 provenant des TEC pourrait être différente ou perçue différemment par un 

thymocyte comparé à celle fournit par la CD. Ce dernier point mène à visualiser le site de contact 

rapproché établi entre une CD et un thymocyte lors l’interaction TCR /peptide du soi-CMH. Une 

telle configuration laisse penser que l’IL-7 fournie par la CD, pourrait être plus enrichie au niveau 

de la zone de contact CD/thymocytes comparée à l’IL-7 provenant des TEC.  

     Il a été démontré que des faibles concentrations systémiques d'IL-7 induisent la survie via une 

signalisation passant par pStat5 et Bcl-2, alors que des concentrations plus élevées d'IL-7 

signalent via la PI3K et agissent en synergie avec la signalisation du TCR pour induire la 

prolifération homéostatique (Crawley et al., 2014). Transposer ces données au processus de la 

sélection négative des LT dans le thymus laisse envisager que l’IL-7 produite au sein de la 

synapse CD/thymocyte pourrait enclencher une cascade de signalisation de l’IL-7 favorable non 

pas à la survie mais plutôt à l’optimisation de la signalisation du TCR. Dans nos travaux, cette 

notion de concentration d’IL-7 pourrait être un facteur très important, dans un environnement 

thymique qui montre une diminution des TEC, ce qui rendrait l’IL-7 limitant, et par conséquent 

celle produite par les CD aurait un rôle physiologique essentiel.   

Différents travaux ont mis en évidence un chevauchement de certains composants des cascades 

de signalisation initiées par le TCR et celles induites par l’IL-7, ce qui permettrait d’augmenter 

la sensibilité d’un LT (Deshpande et al., 2013; Lawson et al., 2015; Pellegrini et al., 2009).  

    Une étude a démontré que l’IL-7 jouait un rôle d’adjuvant permettant d’améliorer les réponses 

antitumorales. Cette amélioration de la réponse immunitaire impliquerait notamment une 

optimisation de la signalisation du TCR via une régulation négative de l'expression de 

l’ubiquitine ligase Cbl-b qui est un régulateur négatif de l'activation des LT (Pellegrini et al., 
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2009). Lawson et ses collègues ont démontré une modulation du TCR par la signalisation de l’IL-

7 passant par le chevauchement de la voie PI3K/AKT et la voie STAT5, deux voies induites 

également par la signalisation du TCR. Cette synergie semble bonifier le seuil d'activation des 

LT CD4+ (Lawson et al., 2015). Dans l’arthrite rhumatoïde, la contribution de l’IL-7 a été 

caractérisée dans la phosphorylation d'ERK en synergie avec une stimulation du TCR. Cette 

action de l’IL-7 en association avec la stimulation du TCR rendrait ce dernier hypersensible et 

par conséquent un tel phénomène en périphérie favoriserait l’auto-immunité (Deshpande et al., 

2013).  

La voie MAPK / ERK (également connue sous le nom de voie Ras-Raf-MEK-ERK) est une voie 

de signalisation très bien caractérisée dans la signalisation du TCR mais en revanche très peu 

décrite dans la signalisation de l'IL-7. Des études récentes que je décris ici brièvement, ont émis 

quelques hypothèses sur le mécanisme de la diaphonie entre les voies JAK / STAT et MAPK / 

ERK. Deshpande a proposé un modèle qui démontre que l’IL-7 serait capable d'activer la voie 

MAPK / ERK via l'axe PI3K – PLCγ (Deshpande et al., 2013). De façon intéressante, les 

protéines MAPK, telles que les protéines Jnk, Erk et p38, ont été décrites comme étant impliquées 

dans la signalisation de l’IL-7 en faveur de la prolifération et le métabolisme des LT (Crawley et 

al., 1997). Lors de la sélection thymique, la stimulation du TCR des thymocytes induit 

l’activation de la voie MAPK incluant trois familles de protéines kinases : ERK, les kinases c-

Jun N-terminales (JNK) et p38.  Les kinases JNK et p38 ont été très largement associées à la 

sélection négative. L’ensemble de ces données nous a amené à supposer quant à un possible 

scénario mettant en jeu ces cascades de signalisation en réponse à l’IL-7 et le TCR dans la 

sélection thymique. Comment l’IL-7 signalerait en synergie avec le TCR pour augmenter le seuil 

de signalisation d’un TCR potentiellement autoréactif ? Face à cette question, nous proposons le 
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modèle suivant basé sur l’ensemble des données décrites dans cette section. Ce modèle 

hypothétique impliquerait un rôle de l’IL-7 produite par les CD agissant en synergie avec la 

signalisation du TCR dans la sélection de LT CD4+. Ainsi, une étude approfondie des voies en 

aval des signaux médiés par le TCR des thymocytes au cours de la sélection serait cruciale pour 

une compréhension complète de l'effet de l’IL-7 produit par les CD. 

 

 

 

 
 
Figure 4.2 : modèle de la signalisation l’IL-7 produite par les CD en synergie avec le TCR au cours 
de la sélection négative des LT autoréactifs.  
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4.3.8. Un potentiel rôle du microbiote intestinal dans la pathogenèse MO IL-

7-/-→ Rag-/- ? 

Le microbiote a le pouvoir de moduler le système immunitaire et le maintien de l’homéostasie 

du système mucosal. Dans des multiples maladies auto-immunes, la dysbiose intestinale 

constitue un facteur clé. Cette affirmation s’applique tout aussi bien aux maladies inflammatoires 

de l'intestin comme la maladie de Crohn, la colite ulcéreuse, mais également à des maladies auto-

immunes qui ne ciblent pas l'intestin comme l'arthrite rhumatoïde, le DT1 ou la SEP (McLean et 

al., 2015). L’effet causal reste encore mal défini toutefois il semblerait que des bactéries 

entériques ou leurs composantes soient bénéfiques pour la prévention de certaines maladies auto-

immunes contrairement à d’autres types de bactéries qui les favoriseraient.  

Chez nos souris malades, nous avons observé une forte accumulation de LT CD4+ dans la lamina 

propria avec un profil de type Th1 / Th17 (Article 2, Figure 7E-F), qui est fréquemment impliqué 

dans la pathogenèse des maladies tels que l’IBD, maladie de crohn. De plus, les données 

d’histopathologie montrent des lésions évidentes de l’architecture intestinale (Article 2, Figure 

1E) (Article 2, Figure 7C). Nos observations corroborent des études antérieures impliquant un 

défaut de la tolérance centrale due à une anomalie des CD (Ohnmacht et al., 2009; Teshima et 

al., 2003). 

Nous avons démontré que la maladie se développait uniquement que chez les souris Rag-/- et non 

dans les souris WT. Il est bien documenté qu'un certain nombre de facteurs peuvent affecter la 

composition du microbiote intestinal chez les rongeurs, notamment les conditions 

d’hébergement, le régime alimentaire, la génétique, l'âge, le sexe et l’environnent (Nell et al., 

2010; Thoene-Reineke et al., 2014; Laukens et al., 2016). Ces variables sont identiques entre les 

modèles de souris utilisés dans nos travaux, excepté le facteur génétique connu comme ayant un 
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effet majeur sur la composition bactérienne et l'induction conséquente d'une inflammation 

chronique intestinale. Plusieurs groupes ont démontré une composition de microbiote intestinal 

distincte entre les souris Rag -/-  et les souris de type sauvage. De plus une altération du microbiote 

chez les souris Rag -/- a été décrite (Thoene-Reineke et al., 2014; Scholz et al., 2014; Zhang et 

al., 2015; Kwon et al., 2015).  

Le maintien d'une relation symbiotique entre les microbes commensaux et leur hôte implique une 

barrière physique qui sépare le microbiote de la lumière intestinale. Cette barrière repose sur 

l’intégrité de l’assemblage de cellules épithéliales intestinales qui régulent la perméabilité 

paracellulaire. La rupture de cette barrière comme observée dans le modèle de colite induite par 

le sulfate de dextrane sodique (DSS), est suffisante pour permettre aux bactéries de rentrer dans 

la couche épithéliale et de provoquer une inflammation intestinale chez la souris. Chez les souris 

Rag -/-, une anomalie de la différenciation de l'épithélium en plus d’une altération de la barrière 

intestinale ont été décrites (Dahan et al., 2011). L’ensemble de ces données, nous laisse penser 

que le microbiote de la souris Rag -/- pourrait être un permissif à une expansion des clones de LT 

incluant des LT autoréactifs. Nous pourrons évaluer le microbiote des souris malades, en utilisant 

le séquençage du gène de l'ARNr 16S ce qui permettra d’examiner spécifiquement la structure et 

la composition des bactéries métaboliquement actives au cours de la maladie. Avec une telle 

technique, un pathogène qui favoriserait l’expansion de LT autoréactifs pourrait être identifié.   

Le microbiote intestinal peut être modulé par diverses méthodes telle que l’utilisation de 

prébiotiques, probiotiques, transplantation de selles et antibiotiques. Dans nos travaux, nous 

avons démontré que le traitement par le baytril ou enrofloxacine, prévenait la maladie chez les 

souris reconstituées avec la MO IL-7-/- (Article 2, Figure 7A-B). Bien que le traitement par baytril 

n’ait pas modifié de manière significative les pourcentages de cellules LT CD4+ IL-17+ et LT 
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CD4+ IFN-γ+, il faut cependant préciser qu’en nombre absolu, nous avons observé une nette 

diminution des LT CD4+ IL-17+ et LT CD4+ IFN-γ+ dans les souris traitées par rapport aux non 

traitées (Article 2, Figure 7E-F).  Ces résultats corroborent les observations antérieures décrivant 

des effets bénéfiques de multiples antibiotiques sur la réduction de la gravité de diverses maladies 

auto-immunes telles que la maladie de EAE, la PR, la souris Scurffy et la colite induite ou 

spontanée chez la souris IL-10 -/- (Ochoa-Reparaz et al., 2009; Ebringer, 2010; He et al., 2019; 

Rath et al., 2001; Hoentjen et al., 2003).  

A quel niveau agirait le Baytril ? Le Baytril est connu comme étant un antibiotique à large spectre 

qui modifie la flore intestinale. Cette modification modulerait par conséquent la réponse 

immunitaire dans l'intestin mais également en périphérie, Il a été démontré que la dysbiose 

induite par le baytril peut conduire à un environnement immunitaire favorisant l'induction de 

cellules régulatrices telles que les LT Treg, les B reg CD19+B220+CD5+IL-10+, les Tr1 IL-10+, 

et les TCRγδ+ IL-10+ (Strzępa et al., 2017). Une étude récente a démontré que le baytril 

favoriserait également une augmentation des niveaux de cytokines anti-inflammatoitres telles 

que l’IL-10 et le TGF-β, des cytokines favorables à l’induction de CD tolérogènes qui conduisent 

au développement de cellules régulatrices (Strzępa et al., 2019). Nous pourrons analyser ces 

cellules régulatrices et ces cytokines anti-inflammatoires pour mieux examiner les effets du 

baytril dans la prévention de la maladie observée dans nos chimères ayant reçues la MO IL-7 -/-.  
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CHAPITRE 5 : Conclusion 

	

L’IL-7 et son récepteur, IL-7Ra, sont deux facteurs essentiels pour le développement des LT 

ainsi que pour la survie et le maintien des LT en périphérie.   

Dans cette thèse, nous avons démontré deux impacts majeurs de la dérégulation de l’IL-7 tant au 

niveau de sa signalisation que dans sa production, dans le compartiment lymphocytaire T. Dans 

la lymphopénie observée chez les patients atteints de LMC et traités avec de l’imatinib, nous 

avons fourni des preuves in vivo d'un nouveau mécanisme par lequel l’imatinib pourrait affecter 

la signalisation de l’IL-7 et du TCR, ce qui altère par conséquent l’homéostasie des LT.  

Dans ces travaux de thèse, nous démontrons pour la première fois dans la littérature, un rôle 

potentiel de l’IL-7 produite par les cellules hématopoïétiques, dans la prévention de l’auto-

immunité dans un contexte de reconstitution immunitaire après greffe de MO. Nous avons 

clairement démontré que la déficience en IL-7 d’origine hématopoïétique dans un contexte Rag 

déficient, induit une maladie auto-immune létale LT CD4+ dépendante. Dans ces travaux, nous 

n’avons pas une preuve directe de la signalisation de l'IL-7 fournie par les CD dans la 

stimulation/signalisation du TCR dans le thymus. Seulement nos résultats et les preuves 

accumulées provenant de diverses études, suggèrent que l’IL-7 produite par les CD pourraient 

constituer une source d’IL-7 pouvant influencer la mise en place de la tolérance centrale des LT 

CD4+. Des travaux supplémentaires seront nécessaires pour analyser lors des interactions 

CD/thymocytes, la possibilité que les voies activées en aval de la signalisation de l’IL-7Ra, 

puissent, dans certaines circonstances, converger avec les voies induites par le TCR pour 

optimiser la sensibilité du TCR lors de sélection négative. 
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      Figure 1 annexe : Reconstitution thymique suivie d'une atrophie sévère du thymus chez les     
chimères  [WT 10% +IL-7 - / - 90%→ Rag - / -] et  [IL-7 - / - 100%→ Rag - / -]   

(A) Dot plot montrant l'expression des CD4 + et CD8 + sur les thymocytes de différents chimères   au 
jour 35 post-SCT. (B) Histogramme montrant le nombre de thymocytes. Les données sont 
représentatives d’1 expérience indépendante, N = 2 souris par groupes.  

 
 
 

  



	
	

	227	

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Publications annexes 

En 

Première auteure 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
	

	228	

 
 

Article 1 

Restoring T Cell Homeostasis After Allogeneic Stem Cell 

Transplantation; PrincipalLimitations and Future 

Challenges  Frontiers in Immunology 2018 

Moutuaata M. Moutuou, Gabriel Pagé, Intesar Zaid, Sylvie Lesage and 
Martin Guimond 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



	
	

	229	



	
	

	230	



	
	

	231	



	
	

	232	



	
	

	233	



	
	

	234	



	
	

	235	



	
	

	236	



	
	

	237	

Article 2 

 

Studying Peripheral T Cell Homeostasis in Mice: A Concise 

Technical Review. Methods in Molecular Biology 2020 

Moutuaata M. Moutuou,Simon-David Gauthier,Nicolas Chen 

Dominique Leboeuf and Martin Guimond 

 
 

 

 



	
	

	238	

 

	


