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L’enseignement de 1’année 1999-2000 a été consacré aux « répertoires immuni-
taires ». La complexité du systeme immunitaire dérive de la diversité considérable
des molécules et des cellules qui interviennent dans son fonctionnement. Parce
que la plupart des molécules hautement spécifiques (notamment les anticorps et
les récepteurs des cellules T) sont elles-mémes portées ou produites par des
cellules spécifiques (cellules B et cellules T respectivement), c’est bien au niveau
des cellules et des interactions entre cellules qu’il faut rechercher la plupart des
clés qui reglent le fonctionnement du systeme. Ce dernier, organisé, certes, autour
de quelques organes majeurs (thymus, rate, moelle, ganglions, foie) n’en est pas
moins « liquide » : I’organisme est parcouru de cellules qui migrent en tous sens
dans les circuits sanguins et lymphoides, et peuvent infiltrer différents tissus.

La notion de répertoire renvoie a celle de catalogue. Dénombrer les différents
types cellulaires, étudier leur différenciation, connaitre les divers états fonction-
nels possibles, contribuent a la description des répertoires immunitaires. La
dimension ontogénique est capitale. C’est en effet grace a la compréhension des
regles qui en gouvernent la constitution que 1’on peut appréhender une partie de
ces gigantesques catalogues — faits, chez ’homme, de dizaines de millions
d’éléments — et les organiser de fagon compréhensible et utilisable.

Les objectifs premiers du cours ont donc été de décrire : (1) les différents
types cellulaires impliqués dans I’immunité innée et adaptative, (2) la diversité
de leurs états structurels et fonctionnels mais aussi (3) d’appréhender les interac-
tions qui gouvernent la constitution des répertoires immunitaires au repos et
expliquent les mécanismes des réponses immunes lors d’une stimulation par 1’an-
tigéne.
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Quels sont, tout d’abord, les acteurs moléculaires du systtme immunitaire, et
peut-on les identifier tous ? Cette derniere question aurait paru déraisonnable il
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y a seulement dix ans. Aujourd’hui, les avancées technologiques qui ont conduit
au séquencage massif des génomes ont ouvert la voie a une description exhaus-
tive de tous les génes de ’homme, de la souris, et d’autres organismes comme
la drosophile. L’importance de cette approche systématique est double. D’une
part, au sein d’une espece donnée, on découvre, souvent par homologie, de
nombreux genes qui n’avaient pas encore été identifi€és dont on peut ensuite
étudier le produit. C’est le cas du geéne BlyS et de nombreuses chemokines.
D’autre part, les comparaisons des séquences de geénes entre des espéces aussi
lointaines que I’homme, la souris, et la drosophile, révelent des conservations
structurales — et souvent fonctionnelles — qui peuvent étre éclairantes. C’est
ainsi que I’on commence a tracer un arbre évolutif de I’'immunité innée, la seule
qui existe dans les especes dites primitives, mais que 1’on retrouve chez I’homme
ou elle joue un rdle probablement plus actif qu’on ne 1’a imaginé. L’immunité
adaptative apparait quant a elle comme un ajout plus tardif, daté a I’émergence
des poissons avec machoire. Ceci étant, 1’approche génétique connait quelques
limites et, notamment, celle d’étre en général impuissante a prédire les modifica-
tions post-traductionnelles parfois tres inattendues (tel le relargage de cytokines
par clivage d’une tARN synthétase). En outre, il existe un certain degré de
recouvrement entre le systtme immunitaire (et donc les molécules qu’il met en
jeu) et d’autres spheres de 1’organisme, tout particulierement le systéme neuro-
endocrinien. Il est intéressant de voir se dessiner des ponts (e.g. les sémaphorines,
ou I'implication de certaines enzymes dans la recombinaison des génes d’anti-
corps et du développement du systtme nerveux); et il y aura sans doute des
rapprochements instructifs a faire entre des familles de récepteurs immunitaires
et d’autres familles tels que celles des récepteurs de 1’olfaction et des récep-
teurs chemosensoriels.
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Si on cherche maintenant a dénombrer les types cellulaires, on trouve un
certain nombre de classes majeures : macrophages, monocytes, cellules dendri-
tiques, cellules NK, cellules B et T, etc. Une mention particuliere doit étre faite
de sous-types qui apparaissent aujourd’hui comme exotiques, du fait que leur
fonction est mal connue. Il s’agit, notamment, des cellules B1, des cellules T
gamma,delta des cellules NKT dont les propriétés sont encore mystérieuses.
Ainsi, certaines cellules T gamma, delta répondent a des phospholigands et a
des alkylamines sans que la signification biologique soit bien comprise. Ces
acteurs cellulaires existent tous dans au moins deux états fonctionnels : au repos
et dans au moins un état activé. Il existe plusieurs cascades d’activation qui font
intervenir des chaines d’acteurs cellulaires et qui sont aujourd’hui bien documen-
tées. Au centre du processus d’activation primaire se trouvent les cellules dendri-
tiques. Plus bas dans la cascade se situe I’interaction entre les cellules B et T
fondée sur 1’étonnant lien cognitif entre 1’antigene, 1’anticorps spécifique de ce
dernier, un peptide dérivé de 1’antigéne et le récepteur T spécifique du complexe
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que forme ce dernier avec la molécule du Complexe Majeur d’Histocompatibilité
(CMH) qui le présente.

Les phénomenes de désactivation ne sont pas moins importants que les phéno-
menes d’activation. Les proliférations cellulaires associées aux réponses immu-
nitaires sont évidemment controlées, et le retour a la normale se traduit par
I’élimination d’un grand nombre de cellules selon un processus de mort program-
mée (apoptose). La désactivation réversible d’une petite fraction de cellules abou-
tit au maintien d’une population de cellules B et T dites « mémoire » qui, en
cas de stimulation ultérieure par le méme antigéne, sont capables de déclencher
une réponse beaucoup plus rapide et constituent le fondement de la vaccination.

Plusieurs mécanismes majeurs sous-tendent les processus d’activation et de
désactivation. Les agrégations moléculaires de surface se traduisent, sur le versant
cytoplasmique de la membrane cellulaire, par des rapprochements de domaines
spécifiques de telle ou telle kinase (ou phosphatase) qui déclenchent (ou inhibent)
des cascades de signaux fondés sur la phosphorylation (ou la déphosphorylation)
d’un certain nombre de molécules. L’existence méme de ces cascades molécu-
laires interroge sur 1’organisation fine du cytoplasme. Les cascades aboutissent,
pour beaucoup, au noyau, avec activation (ou extinction) de l’expression de
genes spécifiques via des facteurs de transcription. L’apoptose est distincte de
la nécrose, et a des conséquences immunologiques bien différentes. Les mem-
branes restant plus ou moins intactes, les cellules apoptotiques ne disséminent
pas les pathogenes qui les ont infectées. Les corps apoptotiques ont des propriétés
remarquables, notamment celle d’étre efficacement captés par les cellules dendri-
tiques, ce qui conduit a une re-présentation de 1’antigene. L’intervention des
caspases dans l’apopotose, de méme que celle des mitochondries et du
cytochrome c qu’elles renferment, sont maintenant bien documentées. Le controle
de I'apoptose est un enjeu important des stratégies thérapeutiques. A titre
d’exemple, il a été trouvé que dans le cancer du poumon a petites cellules, la
résistance a la chimiothérapie qui provoque 1I’apoptose, pourrait &tre liée a 1’exis-
tence d’un abondant stroma de matrice extracellulaire inhibiteur de 1’apoptose.
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Les cytokines et les chemokines constituent deux classes d’agents régulateurs
d’une trés grande importance. En contribuant a régler les migrations de cellules
immunitaires, les chemokines participent & 1’ampleur et a la spécificité des
réponses. Par exemple, les cellules apoptotiques relarguent des molécules qui
attirent des cellules phagocytaires. D’autres chemokines attirent les cellules T et
B. On connait de facon assez approfondie une vingtaine de cytokines, dotées
chacune de récepteurs et de propriétés spécifiques. L’étude d’une sous-catégorie
de cellules T a montré dans les années 90 que I’expression de ces cytokines par
les cellules baptisées Thl, Th2 puis ThO et Th3, correspondait & des profils
relativement réguliers, le profil Thl étant dominé par I'IL-4 et le profil Th2 par



312 PHILIPPE KOURILSKY

I’interféron gamma et I'IL-12. L’analyse bibliographique faite a ce propos nous
a conduit a proposer une hypothese synthétique, qui fera I’objet d’une publication
séparée. En bref, selon cette théorie du « champ de cytokines », le micro-environ-
nement créé par la sécrétion de cytokines spécifiques autour d’une ou d’un petit
groupes de cellules, s’impose aux acteurs cellulaires recrutés dans le champ. A
défaut, en effet, se produirait une cacophonie cytokinique qui serait fonctionnelle-
ment délétere. Le modele prédit donc que les divers acteurs cellulaires (cellules
dendritiques, macrophages, cellules T, CD4" ou Th, cellules T CD8" ou Tc,
cellules T gamma, delta, NK, NKT) possedent tous la capacité soit d’induire un
champ, soit de se conformer a un champ préexistant. Par nature donc, le champ
de cytokine serait quasi-infectieux et susceptible de se propager par des conver-
sions cellulaires successives. L’hypothese ouvre donc la question — non réso-
lue — de savoir si le champ (de type 1, 2 ou 3) peut ainsi envahir une partie
d’un organe (un lobe de ganglion ou de rate), un organe entier, voire tout
I’organisme, peut-&tre aussi grace a la médiation des gluco-corticoides. Il y a la
plusieurs prédictions vérifiables et les conséquences ne sont pas négligeables si
on réfléchit, par exemple, aux conséquences systémiques d’infections dissémi-
nées. Un autre aspect intéressant consiste a relier cette problématique a celle de
la micro-organogénese vue comme une possible conséquence de 1’inflammation.
Enfin, on peut encore esquisser un lien avec la physiologie de certaines terminai-
sons nerveuses : les organes lymphoides comme la rate et les ganglions sont
fortement innervés et quelques indications récentes correlent I’activité nerveuse
a la synthese locale d’IL-2.
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Comment les acteurs cellulaires se reconnaissent-il spécifiquement, et comment
les médiateurs spécifiques interagissent-ils avec leurs récepteurs ? Cette question
est, bien évidemment, au coeur du fonctionnement du systeme immunitaire. Pour
I’aborder correctement, il faut d’abord s’étre affranchi du mythe de la spécificité
absolue. L’important en biologie n’est pas qu’un processus soit rigoureusement
spécifique mais qu’il fonctionne avec un taux d’erreurs acceptable. En outre, la
spécificité doit étre comprise dans toutes ses dimensions, y compris de fagon
spatio-temporelle : une cellule tueuse qui se trouve localisée au bon endroit et
activée au bon moment est, de facto, spécifique. La dynamique des interactions
(et donc le K et le K des réactions) est essentielle. Enfin, la spécificité
peut se construire le long d’un chemin fonctionnel, avec élimination progressive
du bruit.

Les reconnaissances moléculaires peuvent s’acommoder d’un certain flou dans
la complémentarité des structures qui s’apparient, comme I’illustrent la structure
et le fonctionnement des chaperonnes (telles que la molécule GroEL). Les
complexes CMH-peptide constituent un systéme a reconnaissance multiple,
chaque molécule du CMH étant capable d’accommoder des myriades de peptides
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différents, mais qui ne représentent néanmoins qu’une fraction de tous les pep-
tides possibles. Le systtme du CMH est en outre polymorphe. Physiologique-
ment, les peptides rares ne peuvent avoir un role immunologique dans les
réponses immunitaires que si leur temps de résidence a la surface des cellules
est suffisant, i.e. si le K, n’autorise pas une dissociation trop rapide. La recon-
naissance du complexe CMH-peptide par le récepteur T est, de facon surprenante,
fondée sur une réaction de faible affinité. La lenteur des cinétiques d’association
conduit a soupgonner que des ajustements conformationnels se produisent a 1’in-
terface, ce qui serait de nature a faciliter des réactions croisées: un méme
récepteur T pourrait donc reconnaitre plusieurs complexes (peptides) différents.
Les anticorps reconnaissent leur antigéne de fagon généralement stricte. Encore
faut-il distinguer les anticorps produits lors de la réponse primaire de ceux qui
portent des mutations somatiques qui pourraient, dans certains cas, émerger des

plus flexibles parmi les premiers.

La faible affinité du récepteur T pour le complexe CMH-peptide pose la
question de savoir comment une cellule T spécifique, et non une autre, est activée
lors d’une réponse immune, ou reconnait sans erreur la cible, s’il s’agit d’une
cellule tueuse cytolytique (T CDS8*, en général). La réponse se trouve dans la
synapse immunologique, structure d’interface entre deux cellules réagissantes, au
sein de laquelle se produisent toutes sortes de mouvements et réarrangements
successifs. On y observe notamment, une redistribution périphérique de molécules
trop grandes pour que des récepteurs T adjacents puissent physiquement contacter
les complexes CMH-peptides. Cette redistribution est concomitante d’une migra-
tion centripete de ces derniers. La synapse fonctionne treés probablement selon
des criteres cinétiques dont le non-respect entraine la dissociation de la synapse
non entierement formée. La succession des étapes est assortie d’autant de
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Les répertoires immunitaires sont donc remarquablement complexes. La dimen-
sion du répertoire des cellules T chez ’homme, récemment mesurée dans notre
laboratoire, excéde 2 x 10® cellules portant des récepteurs T différents. Le nombre
est élevé, mais est-il suffisant pour couvrir le champ des possibles, c’est-a-dire
pour reconnaitre tous les complexes CHM-peptide imaginables ? Des calculs
élémentaires montrent que la réponse est négative, ce qui oblige a repenser la
spécificité du systéme immunitaire en des termes un peu différents. Dans sa
« vision » du monde extérieur, le systtme immunitaire opere, par nécessité, une
réduction, réduction permise par une certaine dégénérescence des reconnaissances
et ’existence de réactivités croisées — ce qui n’est pas sans conséquences
possibles en terme de réactions adverses pour ’organisme, notamment celles
qui peuvent étre accidentellement induites par des réactivités croisées avec des
agent opportunistes.

P. K.
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SEMINAIRES

Les séminaires ont été groupés en une série de conférences prononcées au
cours d’un colloque intitulé « Stimulation et adjuvantation des réponses
immunes », d’une journée a 1'Ecole Normale Supérieure de Lyon, le 17 avril
2000. Ces conférences ont été suivies d’une table ronde le matin du 18 avril.

Les séminaires ont été les suivants :

— J.-P. ABASTADO : Thérapies cellulaires par des macrophages ou des cellules
dendritiques dérivés de monocytes.

— N. BURDIN : Présentation de glycolipides aux lymphocytes T NK par les
molécules CD4d : mécanismes et fonctions.

— C. Caux : Chemokines et régulation de la migration des cellules dendri-
tiques.

— V. LOTTEAU : Récepteurs de type « scavenger » et immunité.

— L. Morra : Cross-présentation par des cellules dendritiques d’un antigéne
tumoral exprimé dans des corps apoptotique.

— C. RAaBOURDIN-COMBE : Dysfonctionnement de la biologie des cellules den-
dritiques induit par le virus de la rougeole.

— P. RicIaARDI-CASTAGNOLI : Bactéries intracellulaires et maturation des cel-
lules dendritiques.

— N. THIEBLEMONT : Réponses immunitaires innées aux lipides bactériens :
LPS et CDIA4.

— E. TRANNOY : Séquences CpG immunostimulatrices.

— L. ZitvoGEL : La cellule dendritique a la croisée des chemins : régulation
des réponses immunitaires antitumorales innées et acquises.

La table ronde a porté sur : « Application a la conception et au développement
de nouveaux adjuvants ».

RESUME DE L’ACTIVITE SCIENTIFIQUE

I. Vue d’ensemble

A. L’Unité de recherche associée a la Chaire d’Immunologie Moléculaire est
a la fois une unité de I’Institut Pasteur et une unité de ’INSERM (U.277). Au
plan thématique, cette unité était initialement portée vers la génétique (polymor-
phisme des geénes du Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢ ou CMH) et la
régulation de I’expression des genes (notamment ceux du CMH). L’unité s’est
plus profondément orientée vers I’immunologie, lorsque la présentation des pep-
tides antigéniques par les molécules du CMH de classe I a fourni une plate-
forme moléculaire aux hypotheses fonctionnelles. La théorie du soi peptidique
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(1986) a daté cette inflexion. Nous avons alors diminué notre effort sur 1’analyse
du polymorphisme (d’out on trouve aujourd’hui les dernieres séquelles en matiere
de recherches sur I’évolution) pour entreprendre (avec le Dr. J.-P. Abastado)
I’étude des interactions entre molécules CMH-I et peptides. Ce travail a naturelle-
ment dérivé vers 1’analyse de D’activation des cellules T. Le modele du soi
peptidique fut aussi fondateur d’une ligne de recherche sur I’'immunité anti-
tumorale, toujours poursuivie aujourd’hui. Les recherches sur la régulation de
I’expression des genes du CMH-I (qui culminerent en 1990 avec le clonage de
NF-kappaB), sous la direction du Dr. A. Israél, quitterent en bloc le laboratoire
lorsque ce dernier fonda sa propre unité, en 1992. L’effort mené sur les cellules
T, notamment par le Dr. J. Kanellopoulos, fut alors amplifié, et la composante
moléculaire qu’apportait le groupe d’A. Israél fut reconstituée autour de 1’analyse
des répertoires menée griace a I’Immunoscope I. L’arrivée du Dr. A. Cumano
permit d’ouvrir un axe orienté sur 1’ontogenése des cellules T. Son départ, en
1999, pour démarrer sa propre unité, ainsi que le départ du Dr. J.-P. Abastado
qui, depuis 1999, dirige un laboratoire de recherche industrielle, ont conduit a
renforcer et introduire de nouvelles thématiques, toujours liées aux cellules T.
Dans le méme temps, conformément au projet de re-création de 1’U.277, dans
le cadre de I'INSERM, en 1996, une attention plus vive était portée aux patholo-
gies, comme en témoignent les travaux du Dr. G. Gachelin sur la formation de
granulomes induits par des extraits de mycobactéries, et ceux du Dr. J. Even
sur I’application des méthodes d’immunoscopie aux pathologies humaines et
notamment aux cancers.

B. Ces évolutions proviennent d’un processus réfléchi, miri collectivement au
sein de I’Unité, et qui nous permet aujourd’hui de tracer les lignes de force du
proche avenir.

Une premiere considération, banale, est qu’une fonction majeure du systéme
immunitaire est, apres tout, de combattre les pathogeénes ; mais que la force et
I’élégance des théories liées a I'immunité adaptative ont quelque peu occulté
I’importance de I’'immunité innée.

Une deuxieme considération, toute aussi simple, revient a constater que la
plupart des infections partent des muqueuses et que plus de la moitié des lympho-
cytes se trouvent au niveau de ces dernieres. Un souci élémentaire de réalité qui
ferait considérer I'immunologie sous un angle moins théorique, nous amene
donc, tout naturellement, comme pour I’immunité innée, a élargir notre intérét a
I’'immunité mucosale.

On ne s’étonnera pas non plus qu’une impulsion soit donnée a 1’étude de la
mémoire immunitaire T. Celle-ci est, comme chacun sait, essentielle pour la
vaccination. De fagon peut-étre un peu moins évidente, on n’a sans doute pas
pris suffisamment conscience de son importance dans I’immunothérapie des can-
cers. Ainsi, il est notable qu’a ce jour, elle n’est pas évaluée dans la quasi-
totalité des essais cliniques d’immunothérapie anti-tumorale, pas plus d’ailleurs
qu’on ne sait estimer jusqu’a quel point elle est affectée dans différentes patholo-
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gies (cancéreuses ou infectieuses chroniques) ou par différents traitements. Nous
avons donc décidé d’en faire un de nos axes de recherche tant chez la souris
que chez I’homme.

Une derniere considération provient d’une réflexion sur le changement de
dimension de certains équipements utilisés pour la recherche biologique. Ces
changements d’échelle, particulierement sensibles dans le domaine moléculaire,
ou ils sont tractés par les recherches sur les génomes, nous ont conduit a renforcer
une de nos approches analytiques (I’immunoscopie). Grace au soutien financier
de la Ligue Nationale contre le Cancer, nous sommes donc en train de développer
une plate-forme a haut débit de données qui devrait nous permettre de progresser
dans nos divers projets. Cette plate-forme sera, bien entendu, ouverte a des
groupes extérieurs lorsqu’elle sera fonctionnelle.

C. Le travail du laboratoire, tel qu’il se déroule aujourd’hui, peut donc étre
décliné selon les cinq axes décrits plus bas. Ces axes de recherche sont tous
articulés autour de problématiques touchant aux cellules T, aux réponses immuni-
taires précoces et a la mémoire. Le tout est appuyé sur une plate-forme technolo-
gique destinée a alimenter les projets internes tout en étant ouverte vers
I’extérieur.

Les cinq axes sont :

1) L’analyse des réponses T anti-tumorales et I’élaboration des protocoles
d’immunothérapie centrés sur I’emploi des CTL (Dr. L. Ferradini).

2) Les réponses immunitaires précoces aux glycolipides bactériens et leur arti-
culation avec I'immunité adaptative (Dr. G. Gachelin).

3) L’analyse des populations de cellules T impliquées dans les réponses immu-
nitaires systémiques et mucosales (Dr. D. Guy-Grand).

4) L’étude des répertoires de lymphocytes T murins et de leur sélection dans
le thymus et la périphérie (Dr. J. Kanellopoulos).

5) La mémoire immunitaire (Dr. P. Kourilsky et Dr. C. Pannetier).

II. Activités des différents groupes

Equipe n°1 :

Responsable : Laurent FERRADINI

Titre : Analyse des réponses T anti-tumorales : Protocoles d’immunothérapie
centrés sur I’emploi des CTL

Cette équipe a pour objectifs : 1) de mieux comprendre les réponses antitumo-
rales T chez la souris et chez I’homme ; 2) d’améliorer les méthodes moléculaires
de suivi immunologique plus particuliecrement dans les immunointerventions
chez ’homme.

1) Chez la souris, nous avons procédé a une étude approfondie du modele murin
que constitue la tumeur P815. L’analyse détaillée de la réponse CTL anti-P815
a montré des réponses récurrentes (dites publiques) aux antigenes tumoraux P1A
et P1E. Cette découverte a permis un suivi moléculaire de la réponse oligoclonale
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spécifique. L’intensité de cette réponse publique n’est pas corrélée avec le rejet
en réponse primaire, la corrélation étant meilleure lors de réponses secondaires.
La sécrétion d’IL-2 intratumorale par injection de vecteurs Ad-IL-2 (Ad = adéno-
virus) suggere 1’intervention de cellules effectrices non spécifiques en plus des
réponses publiques spécifiques. L’injection d’Ad-IL12 est associée a une réponse
locale spécifique efficace. Les techniques developpées pour le suivi moléculaire
des réponses anti-P815 a l’aide d’amorces nucléotidiques clonotypiques sont
la base des approches de suivi d’immunothérapies humaines que 1’Unité met
en place.

2) Chez ’homme, nous avons étudié un grand nombre d’échantillons de tissus
tumoraux et sanguins a 1’aide des techniques Immunoscope mises au point dans le
laboratoire. Une grande partie de 1’effort a été consacrée a 1’étude de répertoires T
normaux ce qui est indispensable pour évaluer les changements induits par des
protocoles d’immunothérapie. Différentes pathologies humaines ont été étudiées.

a) Répertoires humains normaux : des expansions clonales T CD8*CD45RO*
de spécificité inconnue et stables au cours du temps présentes chez I’adulte jeune
en bonne santé sont augmentées en taille et en fréquence chez 1’individu agé.
L’analyse par Immunoscope 1 de sang du cordon a révélé un répertoire polyclo-
nal naif et completement formé sans expansions clonales. Une analyse de réper-
toires d’individus sains 4gés (moyenne 75 ans) a révélé pour la premicre fois
des expansions CD4"CD45RO" absentes chez I’adulte jeune. Une estimation
directe de la diversité des TCR alpha, beta par clonage et séquencage a saturation
de bandes de CDR3 de tailles données (Immunoscope 2) révele 2.5 X 107 combi-
naisons alpha, beta dans la totalité des cellules T alpha, beta et 2 X 10° dans la
sous-population CD45R0+ (mémoire).

b) Polyarthrite rhumatoide et CTL anti-EBV : I’analyse par Immunoscope 1
d’échantillons de synovie d’une patiente atteinte de Polyarthrite rhumatoide a
démontré pour la premiere fois la diffusion des mémes clones dans les articula-
tions atteintes et aussi dans le sang périphérique. Dans une collaboration avec
1’U.463 de M. Bonneville il a été montré qu’une partie des expansions identifiées
dans des liquides synoviaux correspondent a des cellules CD8+ CTL anti-EBV
reconnaissant un peptide du transactivateur BMLF présenté par HLA-A2.1. Les
expansions correspondent a un pic de taille de CDR3 donné utilisant un méme
TCRBYV mais comprennent de nombreuses séquences de CDR3 différentes. L’iso-
lement de clones CTL spécifiques par des tétrameres A2-peptide BMLF dans les
articulations et le sang de plusieurs patients A2.1+ a montré le caractere public
de cette réponse ce qui, avec d’autres résultats, suggere une contribution impor-
tante des clonotypes publics aux répertoires dirigés contre des épitopes viraux
dominants.

¢) Mélanome : des virus canarypox exprimant Melan-A/MART-1 qui infectent
des cellules dendritiques humaines induisent la formation de corps apoptotiques.
Des cellules dendritiques non-infectées mises en présence des corps apoptotiques
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sont capables d’appréter les Ag et « cross-présenter » des peptides Melan-A/
Mart-1.

De nombreux tétrameres A2-peptides tumoraux et viraux ont été synthétisés
et sont utilisés dans des projets du laboratoire, ainsi que pour des collaborations
externes dans le suivi de protocoles d’immunothérapie antitumorale et de 1’évolu-
tion des patients HIV+ et HCV+.

%

Equipe n°2:
Responsable : Gabriel GACHELIN
Titre : Réponse immunitaire aux glycolipides bactériens

Dans le domaine de la pathologie cancéreuse, la réponse efficace spontanée
anti-mélanocytes, modele d’une réponse efficace anti-mélanome, a été étudiée
dans le naevus de Sutton. Ce travail s’inscrit dans la logique de nos travaux
antérieurs sur lymphocytes T et autoimmunité. Nous avons montré que la régres-
sion des nevi était associée a I’expansion de quelques clones cytotoxiques pré-
sents dans tous les nevi en régression chez un patient donné. Selon une étude
encore en cours, 1’antigéne est trés probablement Melan-A/MART-1.

Dans le domaine de la pathologie infectieuse, au cours d’une étude in vivo
sur les premieres heures de l'infection vaginale de la souris par Chlamydia
trachomatis nous avons montré 1’importance de I’apoptose et de la sécrétion de
TNF alpha dans I’initiation des signes cliniques de 1’infection. Mais nous avons
surtout travaillé sur un modele expérimental de réponse granulomateuse a I’injec-
tion de parois déprotéinisées de Mycobacterium tuberculosis et montré que les
lymphocytes qui infiltrent le granulome appartiennent presque tous a une sous-
population T particuliere, des lymphocytes T porteurs de marqueurs NK (cellules
NKT). Des glycolipides, les phosphatidylinositol hexamannosides étaient respon-
sables de la réponse granulomateuse et du recrutement des cellules NKT. En
outre, ces cellules sont indispensables a la réponse granulomateuse sans pour
autant que ’on puisse conclure & une activation classique par présentation de
glycolipides par le MHC1b CDI1d au TCR des cellules NKT. Enfin, la réponse
granulomateuse locale est purement de type Thl. Elle est observée également
apres injection de bactéries tuées. Nous avons également montré que les glycoli-
pides bactériens de diverses mycobactéries et de Yersinia tuberculosis et d’autres
bactéries, mais pas les glycolipides de T. cruzi non plus que les glycolipides de
souris ou de tumeurs murines, provoquaient une réponse granulomateuse riche
en cellules NKT. La reconnaissance de glycolipides bactériens par les cellules
NKT parait ainsi étre un événement précoce dans la réponse de 1’hdte a certains
agents bactériens. Ces observations donnent pour la premiere fois une fonction
physiologique « objectivable » a cette sous-population lymphocytaire jusqu’ici
énigmatique.
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Du fait du rdle des cellules NKT dans la réponse granulomateuse de la souris
a des mycobactéries, nous avons recherché si les homologues humains de ces
cellules se retrouvaient dans les lésions granulomateuses cutanées humaines dues
a M. leprae. Nous avons montré que ces 1ésions s’accompagnaient du recrutement
local de cellules NKT, ce qui confirme le lien de ces cellules avec un matériel 1ié
a la présence de mycobactéries. La Iésion s’accompagne en outre de 1’expansion
polyclonale des seuls lymphocytes T portant une chaine de TCR alpha 4 ou 16.
Dans la sarcoidose en revanche, bien que les 1ésions soient si semblables a celles
de la lepre que le role étiologique de mycobactéries atypiques est souvent évoqué,
les cellules NKT ne sont pas retrouvées. Il existe donc, au moins chez ’homme,
un mécanisme alternatif n’utilisant pas les cellules NKT et responsable de la
réponse granulomateuse (ce qui n’est pas inattendu). Sa contribution de mycobac-
téries a I’étiologie de la sarcoidose devient improbable.

Les propriétés de reconnaissance spécifique de I’antigene par le TCR des
cellules NKT étant tres mal connues, nous avons étudié la diversité de leur
chalne beta, et confirmé par une analyse moléculaire 1’hétérogénéité des popula-
tions NKT présentes dans différents organes de souris. Nous avons enfin montré
I’association de leur TCR particulier a une sous-population particuliere, exclusive
dans le thymus et le foie, et mélée a d’autres populations de méme phénotype
apparent mais portant une famille différente de TCR, dans la moelle osseuse et
la rate.

Equipe n°3:
Responsable : Delphine GUY-GRAND
Titre : Les lymphocytes T des muqueuses

La formation de cette équipe date du 1° janvier 2000. Antérieurement dans
1’'U.429 de I'INSERM, le Dr. Guy-Grand a beaucoup contribué a décrire, chez
la souris, les lymphocytes T qui peuplent la muqueuse intestinale, logés dans la
lamina propria (LPL) ou intercalés entre les cellules épithéliales des villosités
(LIE). Leurs TCRs et leurs corécepteurs permettent de distinguer plusieurs lignées
majoritaires faites de lymphocytes a) TCRalpha,beta®, CD4* ou CD8alpha,beta”,
b) TCRalpha,beta®, CD8 alpha,alpha®, ¢c) TCR delta,delta”, CDS8 alpha,alpha®.

Les travaux les plus récents (dans 1’unité 429) ont porté sur :

1) Le répertoire des lymphocytes muqueux CD4 et CD8beta (en collaboration
avec I’Unité 277).

Les LIE et les LPL, soit CD4+, soit CD8alpha,beta®, expriment dans les deux
localisations le méme répertoire beta oligoclonal ; en outre, des clones de cellules
activées (en division) ont le méme répertoire dans le canal thoracique et 1’épithé-
lium. Les LIE, CD4 et CD8alpha,beta partagent donc une communauté d’origine
(les cellules activées circulantes) et de réactivité aux antigenes avec ceux de la
lamina propria.
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2) La fonction des LIE :

Ce sont des cellules cytotoxiques et les LIE CD8alpha,alpha, TCRalpha,beta
ou gamma, delta*, exercent a la fois des cytotoxicités de type T et de type NK.

Les LIE, a quelque lignée qu’ils appartiennent, sont capables par un mécanisme
combinant cytotoxicité et synthese de cytokines, de détruire les cellules épithé-
liales, présumées infestées ou non fonctionnelles. L’accélération du renouvelle-
ment épithélial, compensatoire, permet de restaurer 1’intégrité de la barriere. Ces
études sont aujourd’hui poursuivies dans le laboratoire.

o
el

Equipe n°4 :

Responsable : Jean KANELLOPOULOS

Titre : Etude des répertoires de lymphocytes T murins et de leur sélection dans
le thymus et la périphérie

Nous avons développé une méthode d’étude du répertoire des lymphocytes T
complémentaire de la technique de I'Immunoscope 1. Cette derniere s’est révélée
tres efficace pour évaluer la polyclonalité du répertoire des lymphocytes T et
pour mettre en évidence des expansions oligo- ou mono-clonales mais elle ne
permet pas de décrire les réarrangements distincts contenus dans un pic de CDR3
de longueur déterminée. Le développement d’une technique Immunoscope de
deuxieme génération a été entrepris pour obtenir des informations sur le nombre
et sur les caractéristiques de séquences distinctes contenues dans un pic de
CDR3 de taille donnée. Grace a cette technique, plusieurs centaines de séquences
nouvelles peuvent é&tre obtenues et analysées chaque semaine. Nous avons
démontré que la taille du répertoire des splénocytes normaux de souris était d’au
moins 2 x 10° TcR distincts et que celle des lymphocytes T du sang humain
était de 2 x 107. Nous avons également étudi€ le répertoire T des souris invalidées
pour les genes de classe I polymorphes H-2K et H-2D. Ces travaux ont mon-
tré que chez les souris C57B1/6, H-2K°/°, H-2D°/° ou double-KO (H-2K°/°,
H-2D°/°), les répertoires des lymphocytes T CD8" sélectionnés sur les molécules
de classe Ia et de classe Ib ou sur les molécules de classe Ib seulement utilisent
les différents réarrangements V.alpha et V.beta dans les mémes proportions sans
biais dans la distribution des CDR3 parmi toutes les combinaisons étudiées. De
plus, nous avons estimé la taille des répertoires V.beta dans ces différentes
lignées de souris. Nous avons observé que la taille du répertoire V.beta est
proportionnelle au nombre de lymphocytes T CD8" ce qui implique que la diver-
sité des populations C8" est comparable méme quand leur nombre est profondé-
ment diminué (réduction de 90 % chez les animaux double-KO).

Nous avons récemment évalué la taille du répertoire V.beta chez des souris
invalidées pour le géne de la didéoxynucléotidyl transferase terminale (TdT). Les
valeurs trouvées montrent que la taille du répertoire est 10 a 15 fois plus petite
que celle observée chez la souris de phénotype sauvage. Comme ces animaux
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TdT®/° ont des réponses immunes normales et résistent aux infections comme
des souris de phénotype sauvage, nous avons voulu déterminer si une augmenta-
tion dans I’appariement a des chaines alpha distinctes ne pouvait pas rétablir une
taille normale de répertoire. Tel ne parait pas étre le cas.

En collaboration avec le groupe de T. Sasazuki (Japon), nous avons utilisé ces
méthodes pour étudier le répertoire des thymocytes CD4" sélectionnés in vivo
chez des souris transgéniques qui présentent un seul complexe peptide-molécule
de classe II du complexe majeur d’histocompatibilit¢é (CMH) a la surface des
cellules exprimant les molécules de classe II du CMH. Nos études montrent
qu’un seul complexe peptide-molécule de classe II est capable de sélectionner
environ 10° réarrangements V.beta différents et que les thymocytes CD4* sélec-
tionnés expriment un répertoire polyclonal comparable a celui des thymocytes
sélectionnés normalement. De plus, la comparaison des séquences CDR3 de
réarrangements V.beta-J.beta, observées chez les souris C57B1/6 et transgéniques,
met en évidence un biais d’utilisation des acides aminés a certaines positions du
CDR3. Ces différences refletent « I’empreinte » laissée, apres la sélection posi-
tive, par le peptide unique fixé aux molécules de classe II.

T

Equipe n’ 5 :

Responsable : Philippe KOURILSKY

Titre : Analyse des populations de lymphocytes T mémoire et effectrices et
études des bases moléculaires de leur phénotype.

Au cours de ces quatre dernieres années, ’unité a fourni un effort important
pour accroitre la panoplie d’outils nécessaires a I’investigation clinique. Si I’Im-
munoscope de premiere génération, tel qu’il avait été développé dans cette unité
a partir de 1990, a bel et bien permis de détecter et d’analyser des expansions
ou accumulations oligoclonales de lymphocytes T dans des échantillons cliniques
variés, il présentait cependant certaines limitations importantes. Par exemple,
I’Immunoscope ne donne aucune information sur la spécificité antigénique des
expansions ou accumulations détectées, si bien qu’il est souvent hasardeux de
conclure sur la pertinence clinique d’une expansion détectée dans un prélevement.
Ensuite, méme le caractere oligoclonal d’une expansion était également difficile
a certifier dans la mesure ou les informations sur la séquence des réarrangements
du récepteur d’antigeéne étaient difficilement accessibles.

Plusieurs de ces limitations ont été levées au cours des dernieres années. Ainsi,
I’unité a maitrisé la technique de tri des lymphocytes T sur la base de la spécifi-
cité et était parmi les premieres équipes au monde a produire les tétrameres de
complexes CMH-peptide requis, et a les utiliser chez ’homme et la souris. De
méme, I’Immunoscope de premiere génération a été complété d’un Immunoscope
IT qui permet d’étudier la diversité au niveau des séquences des réarrangements
des genes de TcR, et d’en apprécier la signification statistique. Enfin, les pre-
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mieres expériences visant a rendre I’Immunoscope totalement quantitatif (et non
plus semi-quantitatif), ont été réalisées récemment par la maitrise de 1’amplifica-
tion PCR cinétique.

Ces avancées ont notamment permis d’observer la variabilité de la réponse
immunitaire primaire T vis-a-vis d’antigénes exprimés par des tumeurs chez la
souris et d’en analyser les raisons. Elles ont également rendu possible des estima-
tions de la diversité des répertoires des lymphocytes T chez la souris ainsi
que chez I’homme, ou encore une mesure de la diversité engendrée par une
seule cellule.
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