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L’enseignement de l’année 2001-2002 a porté sur « les bases conceptuelles de
l’autoimmunité et des maladies autoimmunes ». Les maladies autoimmunes ont
une prévalence d’environ 4 % dans la population humaine. Leurs manifestations
sont diverses, mais on peut les regrouper en quelques dizaines de types. Leur
classification est malaisée : fondée sur les syndromes, elle éclaire peu les méca-
nismes immunologiques présumés défaillants. Ceux-ci sont censés toucher soit
la production d’anticorps par les cellules B, soit l’activité inflammatoire ou
cytolytique des cellules T, soit les deux. En outre, le système de l’immunité innée
participe à l’immunité adaptative et aux réactions inflammatoires. L’objectif du
cours n’était pas d’aborder les aspects médicaux, mais bien d’analyser les fonde-
ments conceptuels, encore diffus, d’une catégorie de pathologies mal comprises.
Ceux-ci se rapportent au cœur même de l’immunologie, puisqu’ils renvoient à
la discrimination entre le soi et le non-soi au sens du système immunitaire.

Il existe de nombreuses manières d’aborder ce thème majeur de l’immunologie.
En premier lieu, il convient de rendre à l’auto-réactivité ses vertus ontogéniques
et physiologiques. Il est solidement établi que l’organisme comprend de nom-
breux anticorps et de nombreuses cellules T qui réagissent contre des molécules
ou des motifs du soi. L’auto réactivité n’a donc rien d’immédiatement désastreux,
bien au contraire : en particulier l’apprentissage du soi est nécessaire à la recon-
naissance du non-soi ; par ailleurs, la survie de nombreux lymphocytes est liée
à la reconnaissance, à bas bruit, d’éléments du soi. En deuxième lieu, les systèmes
de reconnaissance de l’immunité adaptative sont moins spécifiques qu’on ne l’a
cru ; la reconnaissance des antigènes par les anticorps est en général affinée par
le mécanisme d’hyper-mutation somatique. Quant à la reconnaissance des
complexes formés par des molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité
avec des peptides (epitopes) par le récepteur des cellules T, elle est très largement
dégénérée. Le nombre de cellules T distinctes présentes dans l’organisme (souris
ou homme) est de loin inférieur au nombre des peptides représentatifs du monde
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extérieur. Pourtant, il est difficile de mettre en évidence des « trous » dans le
répertoire des cellules T qui, au niveau opérationnel, apparaît comme étant quasi
complet. Il en résulte que la reconnaissance est, initialement au moins, dégénérée.
Initialement, car le niveau de signalisation par le récepteur des cellules T fait
l’objet d’ajustements successifs, d’abord lors des sélections thymiques, puis au
cours des réponses immunitaires (un mécanisme qui présente une analogie fonc-
tionnelle avec celui des hyper-mutations somatiques), et de la fabrication et de
la survie des cellules T mémoires.

Les erreurs de reconnaissance faites par le système immunitaire sont supposées
être la source de maladies autoimmunes. Mais, deux interprétations peuvent être
avancées. La première veut que, le système immunitaire étant obligatoirement le
siège de réactions croisées, il est « imparfait » et perméable aux erreurs. D’où
découleraient les maladies autoimmunes, souvent liées à l’existence de mimiques
moléculaires, produites notamment par des agents infectieux : ces ressemblances,
fortuites ou exploitées par certaines pathogènes égareraient le système immuni-
taire en le dirigeant vers des motifs du soi, conduisant, par exemple, à la destruc-
tion d’organes. Toutefois, une seconde interprétation peut être proposée. Elle se
fonde sur l’idée que, puisque le système immunitaire est si intimement construit
sur des réactions croisées, c’est qu’il a été sélectionné pour faire face à ces
dernières et en contrôler l’impact. Dans cette optique, la discrimination entre le
soi et le non-soi doit faire l’objet de nombreux contrôles de qualité. Ces derniers
doivent encadrer aussi bien l’ontogénie des lymphocytes, notamment les sélec-
tions positives et négatives des lymphocytes T dans le thymus que l’activation
des réponses adaptatives à la périphérie et,en fine, leur mémorisation.

C’est sous l’angle du contrôle de qualité de la discrimination entre le soi et
le non-soi que le cours a été principalement développé. Très utilisée dans certains
champs de la biologie, notamment pour tout ce qui touche à la synthèse et au
maintien en bon état de l’ADN — en relation avec les phénomènes de cancérisa-
tion — ou encore pour la synthèse, l’assemblage et le transport des protéines —
en relation avec certaines pathologies neuro-dégénératives —, cette approche a
été peu exploitée en immunologie. Elle conduit à adopter une posture intellec-
tuelle dans laquelle on interroge divers mécanismes pour discerner s’ils compor-
tent un système de contrôle de qualité, comment ce dernier fonctionne, et quelles
sont les conséquences de ses éventuelles défaillances. Là, en effet, se trouve un
lien possible avec les maladies autoimmunes, qui peuvent alors apparaître, non
pas, au premier degré, comme des erreurs des réactions immunitaires, mais
comme l’échec des systèmes de contrôle de qualité qui les encadrent.

Dès que l’on se place dans cette optique, on aperçoit que le système immuni-
taire comporte, bien entendu, de nombreux contrôles de qualité, ou du moins de
dispositifs qui peuvent apparaître comme tels. En particulier, toute activation
cellulaire qui requiert plusieurs signaux conjoints peut refléter la nécessité d’inté-
grer plusieurs paramètres de l’environnement, mais aussi une forme de contrôle
de qualité. Les cellules T régulatrices, de découverte assez ancienne, mais de
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popularité récente, apparaissent aussi comme un dispositif majeur de contrôle de
qualité. Concernant la discrimination entre le soi et le non-soi, cette attitude
conduit à privilégier une conception dans laquelle cette discrimination résulte de
règles d’interaction entre cellules et molécules plus que de la nature des éléments
moléculaires et cellulaires qui sont sensés constituer le soi. Ces derniers sont en
effet hautement variables, et polymorphes, comme le montrent la structure et la
fonction des molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité. Or, en dépit
de cet énorme polymorphisme et de son impact profond sur la nature moléculaire
du soi immunologique, les performances immunologiques des individus sont
remarquablement similaires. Ceci indique bien que les grands équilibres du sys-
tème immunitaire sont ajustés indépendamment des éléments moléculaires et
cellulaires. Le réglage des seuils d’affinité/avidité entre molécules et cellules
pertinentes, au cours de l’ontogénie, comme des réponses spécifiques, constitue
dès lors une cible majeure d’analyse, leur dérèglement étant susceptible de provo-
quer des désordres auto-immuns.

Est-ce le cas ? Deux sources d’informations majeures peuvent être consultées.
Les maladies autoimmunes spontanées chez l’homme comme chez les rongeurs
ont révélé l’importance du fonds génétique, et notamment, celle du Complexe
Majeur d’Histocompatibilité. Toutefois, de très nombreux autres loci génétiques
jouent aussi un rôle. L’environnement est classiquement repéré comme un facteur
de prévalence. Le plus souvent, on imagine l’intervention d’agents infectieux,
pathogènes ou commensaux (flore intestinale, par exemple), par le biais de réac-
tions spécifiques croisées (mimiques moléculaires) et/ou par le développement
de réactions inflammatoires (par exemple spécifiques de l’organe infecté). La
deuxième source d’information est plus inattendue. De nombreux chercheurs,
avec des objectifs souvent étrangers à l’immunologie, ont créé des souris
mutantes, déficientes (souris KO) dans tel ou tel gène dont ils cherchaient à
éclaircir la fonction. Ces mutants constituent aujourd’hui un petit zoo, au sein
duquel où on observe que beaucoup développent des désordres auto-immuns. Le
répertoire de ces mutations peut alors être analysé. On s’aperçoit que beaucoup
d’entre elles sont liées aux mécanismes de sélection et d’activation cellulaires
évoqués plus haut. Ce qui est compatible avec l’hypothèse de départ.

La transposition de ces résultats à l’homme est hypothétique et requiert, à tout
le moins, un aménagement important. On peut imaginer que chez l’homme, on
trouve des mutations dans des gènes homologues de ceux de la souris (lorsqu’ils
existent, ce qui est généralement le cas). Il ne s’agira pas le plus souvent, de
mutations qui inactivent le gène concerné, mais plutôt de mutations qui en
altèrent la fonction ou en dérèglent l’expression. Dès lors, des combinaisons
variables de ces polymorphismes qui, individuellement, ont peu d’effet, peuvent
conduire au déclenchement ou au développement de maladies autoimmunes. Il
est probable que, dans ce cas, plusieurs combinaisons distinctes de polymor-
phismes peuvent aboutir au même phénotype. Ainsi, des fonds génétiques diffé-
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rents pourraient contribuer à l’émergence de la même pathologie. Ceci n’est pas
sans importance quant aux études génétiques qui sont en cours chez l’homme.

Au total, on assiste aujourd’hui à une évolution conceptuelle profonde. La
spécificité du système immunitaire ne doit plus être vue comme le résultat d’inte-
ractions moléculaires hautement spécifiques — dans la logique « clé-serrure » de
la reconnaissance conventionnelle en enzymologie. A

`
l’inverse, la spécificité

provient de l’ajustement, par ajouts successifs, d’une multiplicité de points d’inte-
raction critiques. Ceci inscrit le système immunitaire dans la logique des systèmes
cognitifs, en contradiction avec la théorie initiale de la sélection clonale de
Burnett. Cette dernière a atteint ses limites parce qu’elle ne laissait aucune place
à l’auto-réactivité physiologique. Aujourd’hui placé dans la sphère cognitive, le
système immunitaire devient justiciable d’autres approches, d’autres réflexions,
telles que celles dérivées des théories des réseaux et de l’analyse des systèmes
complexes.

Les séminaires ont été groupés en une série de conférences prononcées au
cours d’un colloque intitulé : « Autoimmune Diseases », tenu à l’Institut Pasteur,
les 18 et 19 février 2002.

Les exposés ont été les suivants :

● Noel Rose (The Johns Hopkins University, Baltimore)« Mycocarditis : a para-
digm of infection-induced autoimmunity ».

● Constantin Bona (The Mount Sinai Hospital, New York)« Molecular and
genetic studies on the effect of IL-4 on autoimmunity in scleroderma ».

● Jean-François Bach (Hôpital Necker, Paris)« Regulatory T cells in autoimmune
diabetes. The role of Th2, CD25+ and NKT Cells ».

● Antonio Coutinho (Institut Gulbenkian De Ciencia, OEiras)« TCR specificity
and central commitment of MBP-related regulatory T cells ».

● Roland Liblau (Faculté de Médecine Pitié-Salpêtrière, Paris)« Role of auto-
reactive CD8+ T cells in the pathogenesis of organ-specific autoimmune
diseases ».

● Henri-Jean Garchon (Hôpital Necker, Paris)« Genetic control of autoimmu-
nity ».

● Eric Gershwin (University of California-Davis School of Medicine, Davis)
« The Molecular Basis of primary Biliary Cirrhosis ».

● François Tron (UFR de Médecine et de Pharmacie, Rouen)« Data on pemphi-
gus, a rare but informative model of organ spécifique autoimmune disease ».

● Georg Wick (Institut für Pathophysiologie, Innsbruck)« Pathogenesis of syste-
mic sclerosis (scleroderma) ».

● Matthias von Herrath (La Jolla Institute for Allergy and Immunology, San
Diego) « Viruses and regulatory cells in type 1 diabetes ».
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● Irun Cohen (The Weizmann Institute of Sciences, Rehovot)« HSP60 and
Type 1 Diabetes ».

● Lucienne Chatenoud (Hôpital Necker, Paris)« Immunointervention strategies
to restore self-tolerance in established autoimmunity ».

● Christian Jorgensen (Hôpital Lapeyronie, Montpellier)« Some new data or a
general conference on gene therapy inarthritis ».

ACTIVITÉS DE RECHERCHES

Les activités de recherche menées en 2001 au sein de l’Unité de Biologie
Moléculaire du gène, INSERM U277 concernent les mécanismes fondamentaux
de la réponse immunitaire et se prolongent dans l’analyse de situations patholo-
giques en particulier chez l’homme. Bien qu’ayant trait à des aspects aussi
différents de l’immunologie que les lymphocytes intra-intestinaux et la réaction
inflammatoire, elles ont été très largement basées sur un ensemble de techniques
mises au point dans le laboratoire, comme l’Immunoscope de première et mainte-
nant de seconde génération. Cet ensemble de techniques désormais bien codifié
permet l’étude de variations — même mineures — des clones individuels de
lymphocytes T et de lymphocytes B. Ces techniques sont désormais appliquées
en routine à l’étude de différentes situations physio-pathologiques, humaines et
murines, observées ou induites, au suivi de protocoles immunothérapeutiques
chez l’homme ainsi qu’à la différentiation de populations lymphocytaires T et
plus récemment des lymphocytes B, ainsi que des cellules mémoire. Enfin, une
technique de repérage des zones de l’ADN génomique activées au cours d’une
étape de différenciation a été mise au point et appliquée à la description molécu-
laire de la sélection des cellules Th1 et Th2 ainsi que des cellules mémoire.

Groupe 1 dirigé par Delphine Guy-Grand : Lymphocytes intra-intestinaux

Ontogenèse des lymphocytes intra-epitheliaux (LIE) de la muqueuse digestive

Les LIE constituent une population lymphocytaire particulière à plusieurs
égards : localisation à proximité immédiate de la source d’antigènes ; prédomi-
nance de lymphocytes T CD8 avec un phénotype hétérogène (CD8αβ TCRαβ,
CD8αα TCRαβ ou γδ) ; persistance chez les sujets athymiques de LIE CD8αα
(en majorité TCRΓγδ), indiquant l’existence d’une voie de différenciation extra-
thymique. Nos études portent actuellement sur l’évaluation de l’origine thymique
ou extra-thymique des LIE CD8αα (les LIE CD8αβ étant issus de la voie
thymique dite « double positive »). Utilisant des souris transgéniques euthy-
miques ou nude dont tous les lymphocytes T expriment le même TCR autoréactif
(transgène TCRαβ anti-HY sur fond génétique RAG-/-), nous avons mis en évi-
dence l’existence de LIE CD8αα d’origine thymique, issus d’une voie « double
négative ». Cette voie semble aussi exister chez les animaux non transgéniques,
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en particulier pour les LIE TCRαβ, et prédominer quantitativement sur la voie
de différenciation extra-thymique, contrairement à ce qui est usuellement accepté.

Groupe 2 dirigé par Laurent Ferradini : Immunologie des tumeurs

Analyse des réponses T antitumorales

Suivi de protocoles d’immunointervention

Le projet du groupe d’immunologie des tumeurs s’articule autour de trois axes.
Le premier consiste en la mise en place d’un modèle de mélanome inductible
in vivo chez la souris dans le but d’étudier la réponse antitumorale dirigée contre
un antigène tumoral connu (GP-LCMV) au cours du développement progressif
d’une tumeur. Ce modèle transgénique devrait nous permettre de suivre et de
caractériser la réponse antitumorale spécifique à l’aide des tétramères et de l’Im-
munoscope mais aussi grâce à l’utilisation des méthodes d’analyse multiparamé-
triques de l’expression des gènes et des protéines (cDNA microarrays,
ProteinChips). Le but est de caractériser les cellules T spécifiques impliquées
in situ dans une réponse antitumorale efficace et de préciser leur état d’activation
et de différentiation. Le deuxième axe vise à analyser la réponse antitumorale T
au cours du mélanome chez l’homme et plus spécifiquement les réponses MHC
classe II restreintes. Pour cela, nous avons produit différents tétramères MHC de
classe II (DR4, DR7 et DP4) afin de suivre les réponses T CD4+ dans divers
modèles connus d’antigènes tumoraux (MAGE-3, MelanA/Mart1, NY-ESO-1).
Par ailleurs, nous étudions le répertoire des lymphocytes T mémoires afin de
comprendre la dynamique des populations mémoires chez les sujets normaux ou
cancéreux. Enfin, le dernier axe de recherche plus appliqué consiste, grâce à la
plate-forme d’immunoscopie avancée, à effectuer le suivi immunologique des
réponses lymphocytaires T spécifiques d’antigènes tumoraux chez des patients
cancéreux traités par immunothérapie.

Groupe 3 dirigé par Gabriel Gachelin : Lymphocytes NKT

Cellules NKT à réactions inflammatoires

Le groupe s’est très largement consacré à l’étude du rôle des cellules Natural
killer T cells (NKT) restreintes par la molécule d’histocompatibilité monomorphe
CD1d1, en physiopathologie. Après avoir montré que ces cellules étaient recru-
tées très activement sur des sites inflammatoires aigus induits par des glycolipides
bactériens ou des infections bactériennes, mais pas sur des lésions inflammatoires
chroniques, il a été montré que ces cellules fonctionnaient comme des cellules
inflammatoires et migraient, indépendamment de leur élément de restriction, vers
le site inflammatoire aigu. Les lymphocytes NKT sont donc un nouveau type de
cellules inflammatoires caractérisées par leur capacité à produire de l’IL4 et de
l’IFNgamma sans stimulation antérieure. Des études en cours ont montré la
précocité de leur recrutement in situ, de l’ordre de quelques heures, et défini
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les cytokines et chimiokines produites localement. L’étude des récepteurs de
chimiokines des différentes sous-populations de cellules NKT a montré un profil
d’expression spécifique d’organe, qui très probablement sous-tend des différences
fonctionnelles. L’étude de l’activation in vivo des NKT par les cellules de Kupf-
fer activées par des glycolipides est en cours. Des réactifs fluorescents ont été
synthétisés qui permettent de suivre le comportement et le métabolisme des
molécules affines pour CD1d1, comme l’alpha galactosyl ceramide. Enfin, une
étude placée dans le cadre de l’évolution du système immunitaire et portant sur
les relations entre poissons et cyclostomes plus primitifs a récemment conclu à
la monophylie des poissons sans mâchoires.

Groupe 4 dirigé par Jean Kanellopoulos

Étude des répertoires des lymphocytes T de souris

Dans le prolongement de nos travaux antérieurs, nous analysons chez la souris,
la sélection des répertoires des lymphocytes T et le rôle des cellules thymiques
nourricières dans la sélection thymique.

1) Étude du répertoire des lymphocytes T chez les souris dont le gène codant
la désoxynucléotidyl transférase terminale (TdT) a été invalidé. Dans une
première série de travaux, nous avons estimé la taille du répertoire des lympho-
cytes Tab chez les animaux TdTo/o. Nos études ont montré que la taille du
répertoire alpha-bêta chez ces souris est diminuée d’un facteur 10 à 15 par
rapport à des animaux TdT+/+ (Cabaniols J.-P., Fazilleau N.,et al. J. Exp. Med.
(2001) 194 : 1385). Nous comparons le répertoire des lymphocytes T de souris
TdTo/o et C57Bl/6 en réponse à des antigènes protéiques présentés par les molé-
cules de classe I et II du CMH. Pour cela, nous isolons les cellules T spécifiques
d’un épitope bien défini à l’aide de tétramères classe I ou II du CMH. Les
réarrangements des lymphocytes spécifiques sont ensuite séquencés et comparés.
Nous analysons quels types de réarrangements sont utilisés et comment évolue
le répertoire T en réponse secondaire.

2) Mise en évidence de gènes spécifiques de cellules épithéliales thymiques
et de cellules thymiques nourricières (TNC).Nous avons utilisé la méthode
« Representational Difference Analysis » qui permet d’identifier et cloner des
gènes qui sont exprimés de façon différentielle par une sous-population donnée
de cellules d’un organisme. Nous l’avons appliquée aux TNC et nous avons isolé
deux séquences, l’une codant la synaptotagmine I et l’autre, une « Cystein Rich
Protein » (CRP). La synaptotagmine I est exprimée dans le système nerveux
central, dans les cellules de la médullo-surrénale et dans les îlots du pancréas.
A
`

l’aide d’anticorps anti-synaptotagmine I, nous voulons identifier et localiser
les cellules épithéliales thymiques qui l’expriment. De plus, chez les souris dont
le gène codant la synaptotagmine I a été invalidé, nous déterminerons si l’absence
de cette molécule a des conséquences phénotypiques et fonctionnelles sur le
thymus et les thymocytes. La CRP que nous avons identifiée est une nouvelle
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isoforme de CRP, strictement exprimée dans les cellules épithéliales du thymus.
A
`

l’aide d’anticorps, nous avons montré que la CRP est présente dans les TNC
et dans une sous-population de cellules épithéliales du cortex thymique.

Groupe 5 dirigé par François Huetz

Étude des répertoires des lymphocytes B humains

La technique de l’Immunoscope, qui permet l’étude des répertoires lymphocy-
taires par la détermination de la taille des régions CDR3 du TCR ou du BCR a
été ces dernières années principalement appliquée à l’étude des cellules T. Nous
l’avons adaptée aux cellules B de l’homme en y associant une détermination
quantitative de l’usage des différentes familles de gène VH par PCR quantitative
en temps réel suivie « d’Immunoscope II » qui étend l’analyse des lymphocytes
B à la séquence de leurs réarrangements (FR1r CDR3).

Cette technique devrait nous permettre de déterminer tout d’abord la taille du
répertoire des cellules B et ses variations en condition physiologique. La contribu-
tion des mutations somatiques (caractéristique unique des cellules B) à la diver-
sité du répertoire sera également évaluée et la diversité du répertoire des cellules
B mutées sera déterminée pour être ensuite comparée à la diversité totale. Dans
un deuxième temps, nous allons également étudier ces populations dans des
situations pathologiques où leurs proportions sont modifiées. Ce travail, qui sera
par la suite mis au point chez la souris, devrait nous permettre d’avancer dans
nos connaissances du mode de fonctionnement des cellules B « mémoires » dans
des conditions physiologiques ou pathologiques.

Groupe 6 dirigé par Christophe Pannetier et Philippe Kourilsky

Analyse des populations de lymphocytes T mémoire et effectrices et étude des
bases moléculaires de leur phénotype

La station de suivi de la réponse T cytotoxique, développée avec le soutien
de la Ligue contre le cancer, a été validée dans le cadre d’un essai clinique
d’immunothérapie du mélanome dirigée par la société IDM. Cette station permet
de détecter dans le sang d’un patient, puis de suivre au cours du temps, pendant la
durée d’un traitement par exemple, les clones de lymphocytes T CD8+ spécifiques
d’antigènes dont la fréquence est supérieure ou égale à 10−5. L’ensemble du
procédé sera publié dans le Journal of Immunological Methods au début 2002.
Cette station sera ensuite valorisée par le Centre de Recherche Clinique de
l’Institut. Dans la perspective d’étudier l’impact d’une pathologie tumorale ou
des traitements anticancéreux sur le compartiment des lymphocytes T mémoire
CD8+, l’étude du répertoire de ces lymphocytes a été poursuivie chez des don-
neurs sains. Les sous-répertoires des populations CD62L+ et CD62L− ont été
ainsi caractérisés et leur évolution au cours du temps a été étudiée.
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Enfin, cette équipe a poursuivi l’étude visant à localiser les changements de
l’état de méthylation dans le génome survenant au cours de la différentiation des
lymphocytes T naïfs murins en cellules T effectrices ou mémoire. Cette étude
est menée en collaboration avec le laboratoire d’immunology du NIAID, et
l’unité INSERM U345. La méthode RLGS-M utilisée a déjà permis de repérer
plusieurs marqueurs génétiques identifiant des régions différentiellement méthy-
lées entre des populations de lymphocytes Th1 et Th2 dans un premier modèle
ou CD8+ naïfs et mémoire dans un second modèle. Le clonage et la validation
de ces marqueurs sont en cours.

P. K.
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