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> Les cellules souches hématopoiétiques (CSH)
représentent cette petite population cellulaire
responsable de la production de toutes les lignées
sanguines et du maintien de leur homéostasie au
cours de la vie d’un individu, grdce a deux pro-
priétés clés : 'autorenouvellement et la multipo-
tence. Parmi les cellules sanguines, les lympho-
cytes T occupent une place particuliere. La diffé-
renciation vers les lignées Tyd ou Taf intervient
en effet dans un organe (le thymus) différent
de celui qui produit et amplifie les progéniteurs
immatures (le foie foetal ou la moelle osseuse),
ce qui implique la migration d’un progéniteur
hématopoiétique immature du foie feetal et,
plus tard, de la moelle osseuse au thymus. La
différenciation lymphoide T se caractérise par la
sélection thymique et la production de lympho-
cytes T présentant un répertoire diversifié, capa-
ble de répondre a tous les antigenes étrangers
qu’un individu peut rencontrer. Ces mécanismes
complexes de différenciation, extrémement dif-
férents de ceux qui caractérisent la production
des compartiments myéloides (érythroide ou
granulomacrophagique), composés de cellules
matures identiques entre elles phénotypique-
ment et fonctionnellement, et qui complétent
leur maturation dans la moelle osseuse, rendent
compte, au moins en partie, de nos connaissan-
ces limitées de ce processus de différenciation
lymphoide. Enfin, la troisieme particularité de
la différenciation des lymphocytes T est liée aux
changements ontogéniques caractérisés par plu-
sieurs vagues discontinues de colonisation thy-
mique, ainsi que par une production massive de
progéniteurs lymphoides pendant la vie feetale et
les premiéres années de vie postnatale, qui dimi-
nue progressivement au cours du vieillissement.
Récemment, le clonage des nouvelles cytoki-
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dans le développe-
ment lymphoide, la
découverte des genes impliqués dans certaines
formes de déficits immunitaires héréditaires chez
’homme et les connaissances obtenues quant
aux roles physiologique et pathologique de cer-
tains facteurs tels que les récepteurs Notch ont
amélioré notre vision de cette voie de différen-
ciation. Cet article fait le point sur ces données
et souligne les questions encore non résolues.
La description détaillée de la lymphopoiese T est
d’une importance capitale, qui pourrait faciliter
la mise au point de nouveaux protocoles théra-
peutiques capables d’accélérer la reconstitution
immunologique aprés une greffe allogénique de
CSH partiellement compatible pour les groupes
HLA, ou encore de participer au traitement de
la lymphopénie T dont souffrent les patients
atteints de sida. <

Article regu le 19 juin 2006, accepté le 21 aoiit 2006.

http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2007232151

&P

151

REVUES

SYNTHESE


http://www.medecinesciences.org
http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2007232151

152

De la moelle osseuse au thymus : caractéristiques
phénotypiques des précurseurs lymphoides humains

II'est aujourd’hui établi que les CSH donnent naissance a toutes les
lignées sanguines au cours d’un processus de différenciation qui
s’accompagne d’une perte graduelle de leur multipotentialité et de
leur capacité d’autorenouvellement. Appliquer ce schéma a la dif-
férenciation lymphocytaire T revient a poser un certain nombre de
questions portant sur la ségrégation précoce entre lignées myéloides
(érythroide, mégacaryocytaire et granulomacrophagique) et lymphoi-
des, sur la nature du (des) progéniteur(s) issu(s) du foie feetal ou de
la moelle osseuse qui colonise(nt) le thymus et devrai(en)t donc étre
retrouvé(s) dans la circulation et, enfin, sur les variations possibles
de ces processus au cours de I"ontogeneése, ainsi que sur les modifica-
tions de I’engagement des CSH dans la voie T avec le veillissement de
Iindividu.

Chez la souris, les travaux publiés par le groupe de Weissman 'ont
conduit a proposer un modele de ségrégation précoce entre spécifica-
tion myéloide et lymphoide qui, si elle fait autorité, ne fait pas I'una-
nimité, des données récentes suggérant que d’autres voies de diffé-
renciation d’une CSH vers les lignées lymphoides existent. Ce groupe

a identifié dans la moelle osseuse de souris adulte, et
isolé sur des critéres phénotypiques, un progéniteur
myéloide commun appelé CMP! [1] et un progéniteur
lymphoide commun nommé CLP [2]. Le potentiel du
premier est restreint aux lignées myéloides, tandis que
le second se différencie uniquement en lymphocytes T, B
et NK (Figure 1).

Une telle analyse chez I’lhomme se heurte a de nombreux
obstacles : nombre restreint de marqueurs de membrane,
et donc d’anticorps monoclonaux reconnaissant les progé-
niteurs lymphoides, faible spécificité de I'antigéne (D34,
effectivement exprimé par tous les progéniteurs hémato-
poiétiques et, enfin, absence d’un test expérimental fiable
capable d’évaluer la différenciation T a Iéchelon clonal.
Le groupe de Weissman a néanmoins caractérisé chez
I’homme un progéniteur myéloide commun (CD34* IL-3R®
CD45RA7) capable de donner naissance d’une part aux
progéniteurs bipotents granulocytaires/monocytaires et,
d’autre part, aux progéniteurs bipotents mégacaryocytai-
res/érythrocytaires. Ce progéniteur est dépourvu de tous
les marqueurs précoces de la lignée T et incapable (ou seu-
lement trés faiblement) de
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Figure 1. Différenciation hématopoiétique chez la souris. Chez la souris, ’analyse de Iexpression de différents
antigenes a permis d’isoler des populations distinctes de progéniteurs a partir de la moelle osseuse adulte.
U'évaluation de leur fonction par des tests robustes réalisés aussi bien in vitro qu’in vivo a permis de proposer la
hiérarchie schématisée ici. Dans le compartiment des cellules souches (rouge), on distingue 3 types de cellules
selon qu’elles s’autorenouvellent ou pas et reconstituent ou non, a long ou a court terme, I"hématopoiése. On
distingue 2 populations de CLP (vert), CLP1 et CLP2, CLP2 étant isolé a partir des souris knock-in pour le geéne
pré-Tal. In vivo, ces populations n"ont pratiquement pas de potentiel T, alors que I’on peut le démontrer in vitro.
Une controverse persiste sur la nature des cellules qui migrent dans le thymus (voir Figure 2). Les CMP (marron)

donnent naissance aux progéniteurs granulomacrophagiques (GMP, orange) et mégacaryocytaires-érythroides

(MEP, rose).

! Le déroulé des abréviations utilisées fait I’objet d’un encadré en fin d’article.
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donner naissance in vitro
a des cellules B ou NK, le
potentiel T n’ayant pas été
étudié [3].

De nombreuses équipes
ont tenté de caractériser le
compartiment des progé-
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culierement utiles : CD45RA,
3 (D7 et CD10 (ou CALLA,
S endopeptidase neutre).
Aucun n’est, a lui seul, spé-
cifique de progéniteursT,
mais leur combinaison
peut identifier une fraction
significativement enrichie.
Ainsi, Galy a démontré que
I’expression du CD45RA
sur des cellules CD34* de
moelle osseuse adulte ou
feetale (20-23 semaines)
était associée a la perte
du potentiel de reconsti-
tution hématopoiétique a
long terme et du potentiel
érythroide [4, 5], et que
I'acquisition du CD10 défi-
nissait une fraction ayant



un potentiel strictement lymphoide, capable de produire
in vitro, a I’échelon unicellulaire, des cellules B, NK et den-
dritiques et, in vivo, chez la souris immunodéficiente NOD/
SCID greffée avec du tissu thymique humain, des lympho-
cytes T.Cette population (CD34°CD45RA*CD10*) présente
des similitudes fonctionnelles avec celle décrite par Ryan
et ses collaborateurs, qui exprime en plus la chaine o du
récepteur de I'lL-7 (IL-7Ra) [6], et avec celle identifiée
dans le sang de cordon par Hao et ses collaborateurs, qui
présente le phénotype CD34*CD38"CD45RA* HLADR'CD7",
mais n’exprime pas I'IL-7Ra.. Si ce phénotype associé a la
détection de transcrits codant pour des facteurs de trans-
cription propres a la lignée lymphoide suggere que I’on est
bien en présence de progéniteurs lymphoides, le potentiel T
n’a que rarement été détecté de facon convaincante [7].
Plus récemment, ’analyse a été affinée par I’équipe
de Canque, qui montre que I’expression du CD7* sur
les progéniteurs CD34" du sang de cordon refléte un
engagement vers la différenciation T/NK, contraire-
ment au phénotype CD34°CD10" indicateur, lui, d’un
potentiel majoritairement lymphocytaire B [8].
Aujourd’hui, il est donc acquis que les progéniteurs
lymphoides de la moelle osseuse adulte

possible d’obtenir une différenciation lymphoide T humaine in vitro a partir
de cellules souches CD34* du sang de cordon ou de la moelle osseuse [9, 10].
Ce systéme de coculture constitue une avancée majeure, qui permet le suivi
des étapes de la différenciation T et la production, au bout de 5 semaines, de
lymphocytes T matures et fonctionnels. La seconde avancée est représentée
par la découverte de nouvelles cytokines hématopoiétiques telles que I'lL -7,
la TSLP et les interleukines 15 et 21, qui permettent de cloner certaines sous-
populations lymphoides.

Développement des lymphocytes T humains :
des progéniteurs médullaires colonisant
le thymus aux cellules double-positives

Colonisation thymique

Nos connaissances des mécanismes contrélant la migration des pro-
géniteurs hématopoiétiques du foie foetal ou de la moelle osseuse
au thymus et de la nature de ces progéniteurs sont encore trés frag-
mentaires. On ignore en particulier si cette colonisation se fait au
hasard ou spécifiquement en réponse a des signaux de guidage, et si
elle concerne des progéniteurs encore multipotents ou déja engagés
dans la voie lymphoide avant de pénétrer dans le thymus. Dans le cas
ol ces cellules ne seraient plus multipotentes, ce qui suggérerait que

et du sang de cordon ségrégent dans
une fraction CD34"* CD45RA", et que I'ex-
pression de combinaisons différentes des
antigénes CD10, CD7 et IL-7RoL augmente
I’enrichissement en progéniteurs B ou T.
Toutefois, seule la population CD7* a été
retrouvée dans le thymus feetal. On ne

sait rien pour Iinstant du potentiel de -
circulation et de colonisation thymique

de ce progéniteur lymphoide apres la

naissance.

Il reste a définir plus précisément les

différentes étapes de la lymphopoiése Potentiel B

humaine feetale et adulte, la filiation
entre les différents progéniteurs CD10* et
CD7*, a prouver a I’échelon unicellulaire
la capacité de ces progéniteurs a donner
naissance simultanément a des lympho-
cytes T, B et NK et, éventuellement, a des
cellules dendritiques, au moins de type
plasmacytoide.

Deux observations rendent optimistes quant
a la progression rapide de nos connaissan-
ces. La premiére, d’ordre technique, consiste
en la mise au point d’une méthode tres
reproductive d’obtention de lymphocytesT
humain in vitro. En effet, grdce a I'utilisation
d’une lignée stromale OP9 surexprimant le
ligand de Notch, Delta 1, il est maintenant
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Figure 2. Colonisation et étapes trés précoces du développement thymocytaire. Les résultats
récents publiés dans la littérature n’ont pas déterminé de fagon consensuelle la nature des cel-
lules issues de la moelle osseuse qui colonisent le thymus : il pourrait s’agir de cellules souches
véritables, de progéniteurs ETP, déja engagés dans la voie T, ou de cellules d’une autre nature,
dites TSP. A I’entrée dans le thymus, le potentiel B (et myéloide résiduel) est rapidement perdu,
conséquence de I'interaction des progéniteurs, exprimant Notchl, avec les ligands de Notch; le
potentiel NK persiste un peu plus longtemps. Seuls les événements initiaux du développement T,
concernant des progéniteurs double négatifs DN1 (ckit**, CD25%, Lin), sont indiqués. Des anti-
genes tels que CCRY (récepteur de chimiokine) et FIt3 peuvent peut-étre permettre de distinguer
ces populations DN1 (d’aprés [36]).
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I’engagement lymphoide T interviendrait dans la moelle osseuse ou
tres précocement dans le thymus, la question de sa reconnaissance
reste ouverte (Figure 2).

L'étude du développement lymphoide au cours de ’embryogenése nous
a appris plusieurs faits importants. Le principal est que la colonisation
du thymus n’est pas un événement «continu», mais se déroule par
vagues successives: une premiere vague survient avant I’établisse-
ment de la vascularisation thymique (avant J14 de la vie embryon-
naire chez la souris et la 8¢ semaine de gestation chez I’lhomme), et
une deuxieme vague une fois la vascularisation thymique établie. La
premiére phase de migration est assurée, chez la souris, par divers
couples de récepteurs des chimiokines et leurs ligands: CCR9/CCL25
et CCL21/CCR7 [11, 12], qui ont un role de premier plan, et CXCL11 et
C3CL1, a un degré moindre ; en revanche, le role de CXCL12/CXCR4 dans
ce processus ne serait que marginal.

Une fois la vascularisation du thymus mise en place, différentes inté-
grines et molécules d’adhérence interviennent : le couple de molécules
P-sélectine/PSGL-1, la premiére exprimée sur I’endothélium thymique
et la seconde sur les progéniteurs circulants, semble indispensable
a Pentrée des progéniteurs murins dans le thymus [13]. Néanmoins,
IYinhibition seulement partielle de la colonisation thymique par un
anticorps anti-P-sélectine suggére que d’autres couples intégri-
nes/ligands participent a ce processus: parmi eux, alLf2/ICAMI1 et
04B1/VCAM semblent participer & la colonisation thymique chez la
souris [14]. Moins nombreuses et souvent contradictoires sont les
informations concernant les molécules impliquées dans ce processus
chez ’homme. Chez ce dernier, les thymocytes feetaux immatures
semblent exprimer préférentiellement les récepteurs CXCR4 et, plus
faiblement, CCRY [15], et il semble que I’acquisition du récepteur
CXCR4 sur les cellules CD34* de la moelle osseuse s’accompagne de
la perte du potentiel myéloide et d’une restriction du développement
aux lymphocytes T et B [16]. Ces données, concordantes avec celles
obtenues par Haddad et ses collaborateurs sur les thymocytes feetaux,
sont en contradiction avec celles publiées par Hernandez-Lopez et
ses collaborateurs [17], qui montrent que les progéniteurs thymiques
CDla négatifs n’expriment pas ce récepteur. Il est intéressant de noter
que les patients atteints de mutations du gene CXCR4 (syndrome
WHIM) présentent une lymphopénie T, avec un nombre réduit de cellu-
les T naives, vraisemblablement due a une altération de la sortie des
lymphocytes T matures du thymus. Cette voie ne semble pas modifier
la migration du CLP dans le thymus [17-19]. La connaissance détaillée
de ce processus nous permettrait d’envisager I'utilisation in vivo de
certaines de ces chimiokines pour améliorer la colonisation du thymus
au décours, par exemple, d’une greffe allogénique.

Le niveau de différenciation des progéniteurs qui colonisent le thymus
reste controversé, et il semble que plusieurs populations puissent
coloniser le thymus. Chez la souris, il s’agirait de CSH vraies, c’est-a-
dire capables de reconstitution hématopoiétique a long terme in vivo,
mais également de progéniteurs lymphoides précoces [12, 20-22]. €n
revanche, un certain consensus existe sur le fait que, in vivo, le CLP ne
colonise pas de fagon majeure le thymus, son potentiel T s’exprimant
surtout in vitro. Chez I'homme, le thymus pourrait également étre
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colonisé par des progéniteurs multipotents [18] ou par
un progéniteur lymphoide commun capable de donner
naissance exclusivement a des cellules B, NK et den-
dritiques, comme cela a été montré pendant la période
feetale [15] et, d’une fagcon moins compléte, dans le
sang de cordon [7, 8] (Figure 2). Il nexiste cependant
aucune information sur I'identité et la caractérisation
des progéniteurs qui colonisent le thymus apreés la nais-
sance et pendant la vie adulte, et leur présence simul-
tanée dans la circulation et dans le thymus n’a jamais
été démontrée. La description d’un tel progéniteur cir-
culant nous permettrait de 'isoler et de I’amplifier dans
un but thérapeutique, par analogie avec I'amplification
des progéniteurs myéloides mobilisés aprées administra-
tion de G-CSF [19].

Différenciation intrathymique

La dissection des sous-populations de progéniteurs thy-
miques immatures est également beaucoup plus précise
chez la souris que chez I’lhomme : par exemple, on dis-
tingue 4 fractions de précurseurs thymiques immatures
(doubles négatifs, DN) DN1-4 selon I'expression des
antigenes CD25 et CD44, distinction qui n’existe pas
chez ’homme, ol ces antigénes ne sont pas exprimés
selon cette hiérarchie. La population DN1 conserve un
potentiel lymphoide multiple et un potentiel myéloide
résiduel, tous deux s’éteignant aux stades DN2. Chez
"lhomme, c’est "antigéne CD1a qui distingue le passage
d’un progéniteur thymique trés immature (CD34°CD38")
a un progéniteur clairement engagé dans la voie T. Selon
le schéma proposé par le groupe de Canque, la popula-
tion thymique feetale plus immature (CD34* CD38*/faible,
CDla") est encore capable de se différencier en lym-
phocytes B, NK et en cellules dendritiques avec une trés
faible capacité myéloide [15]. Cette population, dont
le géne codant le récepteur T de I’antigéne (TCR) n’est
pas réarrangé, pourrait co-exprimer les antigénes CD10
et CD7 [7]. Lacquisition du CDla est contemporaine de
la perte de potentiels autres que lymphocytaire T. Le
stade suivant correspond a I’expression de I'antigene
CD4, stade immature simple positif (ISP-CD4), et peut
étre ultérieurement divisé en deux sous-populations
selon Iintensité d’expression du CD1a; elle donne nais-
sance & des cellules doubles positives (DP, coexprimant
CD4 et CD8) [25-27]. Chez "homme, deux stades de
développement DP sont reconnaissables (CD4* CD8a* B
CD3" = (D4* CD8a*B* CD37), qui précédent I"expression
membranaire du CD3 [20].

Pendant les étapes précoces du développement T,
les locus du TCR réarrangent d’'une maniere séquen-
tielle TCR &>y>P>al, sans que I'on puisse définir avec
précision dans quels précurseurs ces événements ont



lieu, plusieurs données suggérant que la sélection des
réarrangements productifs du TCRP et la B-sélection
pourraient déja commencer au stade ISP-CD4 et ne
seraient pas étroitement associées a I"expression mem-
branaire du CD4 ou CD8 [21]. Si Pexpression du CD1a est
corrélée chez "homme avec ’engagement T exclusif, la
décision de devenir un lymphocyte of ou Y3 ne se fait
pas, comme chez la souris, au moment de la co-expres-
sion des antigénes CD4 et CD8. En effet, le potentiel
de donner naissance a des lymphocytes Y0 persiste au
moins jusqu’au stade DP précoce (CD4* CD8a'B~ CD3").
Le développement en lymphocytes Tyd chez I’lhomme se
présente comme une voie de différenciation par défaut
[22], et le développement a3 versus O est principa-
lement influencé par la succession des réarrangements
des genes du TCR et par 'expression d’un TCR fonction-
nel [22].

Les facteurs et les voies de signalisation impliqués dans
Paccessibilité de ces différents locus du TCR sont, en
revanche, encore a définir.

Contréle moléculaire
du développement lymphocytaire T humain

La spécification des CSH en progéniteurs lymphoi-
des est finement régulée par I'expression coordonnée
dans le temps des facteurs de transcription, dont la
fonction n’est pas seulement liée a la formation de
complexes protéiques multimériques, mais également
aux variations de dose de chaque facteur isolément.
Certains, comme lkaros, €2A ou PU.1, sont nécessaires
a Pexpression d’une potentialité lymphoide sans que
leur expression ne soit restreinte a I’'une ou 'autre de
ces lignées. D’autres, plus spécifiques, agissent en
aval, restreignant la différenciation dans la lignée B
(EBF et Pax5), ou T (GATA-3, TCF1, RORY) (pour ne citer
que les principaux). Ainsi, un schéma assez consensuel
aujourd’hui distingue une premiére phase de «per-
missivité lymphoide », réversible, et une seconde, au
cours de laquelle le progéniteur s’engage dans une voie
précise, restreignant ainsi son potentiel, et complete
toutes les étapes jusqu’au lymphocyte fonctionnel.

Ces facteurs de transcription sont eux-mémes induits
par des signaux de I’environnement, parmi lesquels les
ligands de Notch occupent une place essentielle. €n
effet, ils ont un réle déterminant dans I'orientation T
versus B d’un progéniteur lymphoide commun, et peut-
étre méme d’une cellule souche. Quatre récepteurs
Notch, codés par quatre génes différents (Notch 1-4),
et cing ligands de Notch ont été caractérisés (Jagged
1, 2, Delta like 1, 3, 4). Uinteraction entre Notch et son
ligand induit deux coupures protéolytiques successi-
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ves dans le récepteur Notch, la seconde (via un complexe ayant une
activité y-sécrétase) libérant un fragment intracytoplasmique qui
migre dans le noyau, déplace les corépresseurs associés a CSL/RBP-
Jk et recrute un troisieme partenaire Mastermind. Ce complexe est
un activateur transcriptionnel (Figure 3) dont les cibles principales
sont les génes Hes-1 (bHLH) et Deltex-1, chacun contrdlant en aval
ses propres cibles. La nature du ligand et sa concentration sont deux
parametres importants de cette voie transcriptionelle. Jagged 1 et
2, par exemple, sont exprimés sur les cellules stromales de la moelle
osseuse et du foie feetal, ainsi que dans I’épithélium thymique et
certaines sous-populations cellulaires du sytéeme lymphohémato-
poiétique. En revanche, les ligands Delta-1 et Delta-4 sont fortement
et exclusivement exprimés dans le thymus. Cette distribution explique
probablement en partie I’absence de différenciation T dans la moelle
osseuse, car la signalisation Notch n’y est pas activée a un niveau
suffisant pour engager ce processus ; en revanche, le développement
B, qui est inhibé par un signal Notch fort, y est efficace.

La situation est inverse dans le thymus. Les données des modeles de
surexpression des ligands ou de la forme activée de Notchl dans les
CSH, ainsi que celles provenant des modeles ot Notch est inactivé dans
le thymus, confirment le role primordial de cette voie de signalisation
dans la dichotomie T/B. D’une facon générale, 'interaction Notchl/
Delta-1/4 est essentielle aux stades initiaux de la thymopoiése (sta-
des DN), mais diminue ensuite & partir du stade DP et reste mal connue
dans les étapes plus tardives (Figure 2). Curieusement, on sait trés peu
de choses des cibles directes de Notch activé, de CSL/RBPJ-k ou de leur
gene cible Hes-1 dans le systeme lymphoide.

La coopération complexe entre le facteur de transcription €2A et
Notch, décrite chez la souris pendant le développement feetal, doit
encore étre validée chez I’lhomme a I’dge adulte [23]. Uaction de
Notch dans le systéeme hématopoiétique est ultérieurement compli-
quée par le fait que ce facteur de transcription n’agit pas seulement
comme activateur du programme de différenciation T spécifique, mais
également comme répresseur ou modulateur d’autres facteurs de
transcription, induisant ainsi I'inhibition de la lymphopoiése B, ainsi
que celle de la myélopoiese [31-33].

Un autre facteur de transcription clé dans le développement T est
GAT A-3, membre de la famille des facteurs de transcription se liant
au motif consensus GATA grace a un domaine tres conservé a doigt
de zinc [24]. Plusieurs travaux rapportent I’expression de GATA-3
exclusivement dans la lignée T. Chez I’homme, son expression a I'aide
d’un rétrovirus dans un systeme de culture ex vivo a démontré que
I’hyperexpression non régulée de GATA-3 augmente la différenciation
précoce des thymocytes vers le stade DP, et entraine une cellularité
thymique réduite des précurseurs plus engagés, par augmentation
de leur apoptose. Cette hypocellularité est a mettre en relation avec
Pincapacité de ces précurseurs T a exprimer une chaine TCR[ fonc-
tionnelle a leur surface, soulignant @ nouveau I’importance de la
régulation précise de la dose de chaque facteur tout au long de la
différenciation T [25]. Il reste a vérifier si ces résultats sont pertinents
en physiologie humaine, car ils sont en contradiction avec les données
recueillies chez la souris, qui plaident en faveur d’un role majeur du
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facteur de transcription GATA-3 dans I’expression du TCRP et dans la
signalisation via le pré-TCR.

D’autres facteurs de transcription de la famille HOX semblent interve-
nir dans le développement T chez I’homme, comme cela a été indirec-
tement prouvé par I'étude des translocations décrites dans certaines
leucémies aigués chez I’homme ; leur role physiologique reste cepen-
dant mal connu.

Développement lymphocytaire T et pathologie humaine

Déficits immunitaires primitifs

Les déficits immunitaires combinés sévéres (DICS) représentent
un groupe hétérogene de pathologies caractérisées par un blo-
cage précoce et profond du développement lymphocytaire T. Bien
que I"absence des lymphocytes T matures s’accompagne inva-

Cellule stromale

Notch

Progéniteur lymphoide

e

Noyau & NIC
HES

MAML csL

Figure 3. Cascade protéolytique déclenchée par I'interaction du récepteur Notch
activé par son ligand. L'interaction entre le récepteur Notch et son ligand Delta
ou Jagged induit deux clivages protéolytiques successifs: le premier réalisé
par la métalloprotéase TACE, suivi par un deuxieme clivage intramembranaire
par 'activité y-sécrétase. Ce dernier clivage libére la région intracellulaire du
récepteur, NIC, transportée dans le noyau ou elle forme un complexe activateur
de la transcription avec les protéines CSL et MAML (Mastermind), activant la

transcription des genes cibles de la famille HES.
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riablement d’un déficit de I'immunité humorale,
seules 5 des 10 formes génétiquement caractérisées
se traduisent par une absence ou une diminution
importante, et exclusive, des lymphocytes T. Il
s’agit des mutations de la chaine o du récepteur
de I'IL-7 (IL-7Rat), de mutations du géne CD45 et,
enfin, des mutations des sous-unités de signalisa-
tion du complexe CD3 pré-TCR et CD3/TCR: CD3¢ et
3. Les conséquences biologiques de ces mutations,
aujourd’hui bien connues chez ’homme, définissent
le role différent de ces molécules dans le dévelop-
pement T.

Ainsi, les patients porteurs de défauts de I’IL-7Raw ont
une absence compléete de lymphocytes T, mais un nom-
bre normal de lymphocytes B et NK. Ce constat plaide
contre un effet majeur de I'IL-7 sur la survie et la pro-
lifération du précurseur lymphoide commun humain et
sur la survie et la différenciation des cellules B imma-
tures. Néanmoins, il ne permet pas d’exclure la présence
de défauts quantitatifs du compartiment pro-B, que
masque la prolifération des lymphocytes B matures.
U'étude de la lymphopoiése B humaine chez ces malades
pourrait éclaircir ce point. L'IL-7, outre son action sur
la survie et la prolifération des thymocytes DN, exerce
un r6le direct dans I'induction des réarrangements de
la chafne ¥ du TCR: elle augmente I’acétylation des
histones et I’accessibilité du locus [26], et contribue
également au réarrangement du locus [27].

D’une fagon similaire, aucun rdle de la chaine ¥ com-
mune (yc) du récepteur des cytokines hématopoiétiques
n‘est attendu dans la formation du CLP chez "homme,
compte tenu de la présence dans la moelle osseuse
des patients porteurs de mutations d’un pourcentage
normal de précurseurs lymphoides CD10* (Isabelle
André-Schmutz, données non publiées). €n revanche,
cette chaine joue un réle majeur dans le développement
lymphocytaire T et NK; ’arrét de la maturation lympho-
cytaire T est en effet dii a I’absence de signalisation via
le récepteur spécifique de I'lL-7, formé des deux sous-
unités o et yc [28].

Leucémies aigués lymphoblastiques

de la lignée T (LAL-T)

La leucémie lymphoblastique aigué de type T (LAL-T)
est une maladie hématologique maligne agressive qui
affecte surtout les enfants, plus rarement les adultes,
avec une incidence globale de 4/100000, et 450 nou-
veaux cas chaque année en France.

La transformation leucémique des thymocytes est un
processus mutagénique multi-étapes, avec de nom-
breuses altérations génétiques conduisant, dans une
cellule normale, @ un événement transformant qui



induit une croissance cellulaire non controlée, et donc
une expansion clonale prédominante. L’événement
leucémique pouvant survenir a différents stades de
la différenciation thymique, le phénotype des LAL-T
correspond a ces différents stades [29]. Uanalyse
cytogénétique et le clonage moléculaire des points de
cassure qui caractérisent les translocations chromo-
somiques propres aux LAL-T ont permis la découverte
des protéines régulatrices de la transcription exprimées
d’une facon anormale dans les blastes leucémiques.
Parmi les altérations génétiques, une forte prévalence
des mutations activatrices du gene Notch a été mise en
évidence [30].

Historiquement, Notch a été caractérisé grace a I'iden-
tification du point de cassure impliqué dans la trans-
location (7; 9) (p 34; p 34.3), qui juxtapose un géne
Notch I tronqué au locus TCRB et induit ainsi I’expres-
sion aberrante d’une forme intracellulaire continuelle-
ment active de Notch 1 [31]. Ce n’est que 15 ans plus
tard que I'on a réalisé que des mutations activatrices
du gene Notch étaient présentes chez plus de 50 % des
patients ayant une LAL-T ou un lymphome, faisant ainsi
de Notch I'oncogeéne a la prévalence la plus élevée dans
la pathogenése de cette maladie maligne, et confirmant
les données expérimentales observées chez la souris lors
de la surexpression de Notch activé dans les CSH.

Plus généralement, la grande majorité des transloca-
tions décrites dans les LAL-T se caractérisent par la jux-
taposition des promoteurs et des enhancers des genes
du TCR, avec un nombre relativement modeste de genes
codant pour des facteurs de transcription importants
dans le développement, dont MYC, le groupe des genes
HOXA, HOX11, X011L2, TALI, TAL2, LyLl, LMOI et LMO2.
Parmi ceux-ci, seuls les génes HOXA10 et HOXAII sont
exprimés dans les thymocytes au cours du développe-
ment, suggérant une fonction physiologique au cours du
développement T. Les autres facteurs de transcription
exercent leur fonction oncogénique en interférant avec
I’expression des facteurs T spécifiques, une situation
qui a été relativement bien décrite pour les transloca-
tions concernant TALI [32] et LM02 [33]. La fonction
des geénes de la famille HOX au cours de ce processus
doit encore étre décrite.

Applications thérapeutiques

La description détaillée des nouvelles formes de DICS,
la découverte du rdle clé joué par le récepteur Notch 1
dans 'engagement T et dans la physiopathologie des
LAL de type T, ainsi que la description de la dynamique
de colonisation du thymus sont autant de découvertes
nous permettant d’espérer pouvoir utiliser, dans la
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pratique médicale, les progéniteurs lymphoides ou les molécules sti-
mulant leur spécification/prolifération.

Bloquer une activation excessive de la voie Notch

La grande fréquence des mutations de Notch 1 dans les LAL-T fait
de cette voie de signalisation une cible idéale pour une intervention
pharmacologique. Théoriquement, cette voie de signalisation pour-
rait étre utilisée a différents niveaux: interaction avec le ligand,
endocytose, protéolyse ou activité transcriptionnelle. €n pratique,
des petites molécules inhibitrices du complexe y-sécrétase qui
inhibent la libération du fragment intracytoplasmique activé de
Notch représentent I"approche thérapeutique la plus réaliste, étant
donné les modalités disponibles d’administration des médicaments.
Néanmoins, un certain nombre de problemes liés a la spécificité de
cette approche doivent encore étre résolus, et ces molécules ne sont
utiles que si les mutations n’aboutissent pas @ un clivage spontané
du récepteur [34, 35]. Une molécule inhibitrice de la y-sécrétase est
en cours de développement clinique, et un essai de phase | a débuté
aux €tats-Unis.

Stimuler la reconstitution immune

Un des moyens d’accélérer la reconstitution immunitaire apres greffe
de CSH allogéniques partiellement compatible consisterait a exposer
des progéniteurs multipotents a un ligand de Notch de type Delta-
1 ou Delta-4 pendant quelques jours, afin de forcer I’engagement
lymphocytaire T de ces progéniteurs, et de réinjecter ces cellules
par voie intraveineuse aux sujets greffés. Il est vrai qu’avant toute
application clinique, il convient de démontrer que I’engagement T
ne s’accompagne pas d’une perte de la capacité de migration de ces
cellules dans le thymus, et de choisir un temps d’incubation suffi-
samment court pour éviter la sélection des cellules T porteuses de
TCR pathologiques.

Enfin, la connaissance détaillée de la niche lymphoide pourrait per-
mettre la mise au point de nouveaux conditionnements ciblés capa-
bles de la vider, ce qui permettrait d’éviter 'usage de la chimiothé-
rapie et de la radiothérapie dans les protocoles de conditionnement
précédant une greffe de CSH, prévenant ainsi la toxicité qui lui est
associée.

Conclusions

La caractérisation de précurseurs lymphoides humains et la découverte
de I'action physiologique et pathologique de la voie Notch ouvrent la
voie a des interventions thérapeutiques innovantes, qui devraient
améliorer le pronostic des LAL et les résultats cliniques des greffes de
CSH. Les progres biologiques sont en train de transformer notre prati-
que médicale et de faire évoluer notre approche thérapeutique. ¢

SUMMARY

Human hematopoiesis: from CD34 cells to T lymphocytes
Hematopoietic stem cell (HSC) has two key-properties : the self-
renewal and the multipotentiality which guarantee the homeos-
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tasis of the hematopoietic system all along the lifespan. Inside
this system, T lymphocytes are particular for several reasons.
First and foremost, their differentiation takes place in a different
organ from the one where the immature progenitors are generated
and expanded. This implies the migration of an immature proge-
nitor from the fetal liver and later on from the bone marrow to
the thymus. Secondly, T cell differentiation is characterized by
thymic selection and generation of T lymphocytes with a diverse
repertoire able to answer to all foreign antigens one can meet.
These complicated mechanisms underlying the T cell differentia-
tion, completely different from those characterizing the myeloid
system, at least partially explain our limited knowledge on human
T cell lymphopoiesis. Finally, T cell differentiation pathway shows
the particularity of profound ontogenic changes with the huge
production of lymphoid progenitors during the fetal and the first
years of life which declines during the ageing period. Recently, the
discovery of new hematopoietic cytokines, the discovery of genes
involved in primary immunodeficiencies and the detailed descrip-
tion of the role of Notch receptors have strongly developed our
knowledge on T cell lymphopoiesis. In this review, we will attempt
to describe where we stand in the description of this fundamental
process and to underline the unresolved questions. The knowledge
of this process is crucial, since it will lead us to set up new proto-
cols with the aim to speed up immunological reconstitution after
HLA partially compatible HSC and to treat the lymphocytopenia of
patients affected by HIV. ¢

GLOSSAIRE

CALLA : common acute lymphoblastic leukemia antigen

CLP : common lymphoid progenitor

CMP : common myeloid progenitor

DICS : déficits immunitaires combinés séveres

€TP: early T cell progenitor

G-CSF : granulocyte-colony stimulating factor

GMP : granulocyte/monocyte progenitor

HES : hairy enhancer of split

ICAM1 : intercellular adhesion molecule

ISP : immature single-positive

LAL-T: leucémies aigués lymphoblastiques de la lignée T

MAML : mastermind-like

MEP : megakaryocyte/erythrocyte progenitor

NK : natural killer

PSGL-1 : P-selectin glycoprotein ligand 1

TACE : tumor necrosis factor-alpha-converting enzyme

TCR : T-cell receptor

TSLP : thymic stromal derived [ymphopoietin

TSP : thymus seeding progenitor

TCRB (locus) : T cell receptor beta (locus)

VCAM : vascular cell adhesion molecule

WHIM (syndrome) : warts, hypogammaglobulinemia, infections
and myelokathexis
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Tél. : 33 (0)1 44 23 62 03 — Fax : 33 (0)1 44 23 62 93 Institut national
ateliers@tolbiac.inserm.fr de la santé et de la recherche médicale
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®

M Atelier de formation n° 178

Protéines intrinséquement non structurées et pathologies associées :
prédiction, caractérisation et fonction

Organisateurs/Organizers : Sonia Longhi (CNRS, UMR 6098, Marseille), Richard Haser (CNRS, UMR 5086, Lyon)

Phase | ¢ Le point sur...
4-6 juillet 2007  La Londe-Les-Maures (Toulon)

Objectifs ® Des études récentes indiquent que chez les eucaryotes une forte proportion du génome code pour des protéines
infrinséquement non structurées (PINS). Il s'agit de protéines fonctionnelles mais dépourvues de structure secondaire et tertiaire
stable en conditions physiologiques. Les PINS sont principalement impliquées dans la régulation et la signalisation cellulaire. A
titre d’exemple, il a été estimé que 80 % des protéines associées au cancer possédent des régions désordonnées de taille impor-
tante (> 50 résidus). Le désordre structural, partiel ou global, est aussi une caractéristique d'un certain nombre de protéines
impliquées dans des pathologies, comme des neurodégénérescences sévéres (maladies d'Alzheimer, du prion, de Parkinson)
ou encore dans des affections virales. L'objectif de cet Atelier est de familiariser les participants avec les concepts de désordre
structural et de repliement induit (la transition structurale désordre-ordre que certaines PINS subissent lors de |'interaction avec
leur(s) partenaire(s)). L'Atelier sera |'occasion de revenir sur quelques définitions de base du désordre et sur les caractéristiques
des PINS notamment en termes de particularités de séquence. Il permettra de faire le point sur le réle de ces protéines, leur
propension & se structurer, les mécanismes moléculaires contrélant leurs repliement et dépliement, et les répercussions de ces
phénoménes en termes d'implications fonctionnelles et de relations avec diverses pathologies.

Public e Chercheurs, ingénieurs, enseignants, doctorants et post-doctorants dans les domaines de la biologie et médecine
moléculaires, la biophysique, la biologie moléculaire, la biologie structurale.

Les conférences seront en anglais.
Nombre maximum de participants : 80.

Programme ® Une premiére partie sera consacrée aux critéres qui définissent le désordre structural, & son rdle fonctionnel et
& sa prédiction par des approches bioinformatiques. Les orateurs donneront une vision intégrée des approches actuellement
disponibles pour la prédiction du désordre et en souligneront les limites actuelles. Ensuite, les approches expérimentales pour
I'étude du désordre et du repliement induit seront largement discutées & travers des exemples de PINS bien caractérisées. Les
nouvelles stratégies récemment développées pour I'assignation des spectres NMR des PINS seront également abordées. Enfin,
la relation entre désordre et pathologies associées sera discutée, en soulignant les approches thérapeutiques principales pour
le traitement des maladies neurodégénératives. Une table ronde permettra une discussion interactive avec les participants.

Phase Il ® Maitrise technique
11-14 septembre 2007 ¢ Lyon

Programme ® La premiére partie du stage technique aura pour but I'apprentissage de |'utilisation et interprétation des
différents prédicteurs (PONDR, IUPred, HCA etc...). La deuxiéme partie sera consacrée & la caractérisation des PINS par
des techniques telles que le dichroisme circulaire, la spectroscopie de fluorescence, et la diffusion de la lumigre (DLS). Les
techniques d’analyse des données de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) et de résonance magnétique nucléaire
(RMN]) seront également abordées.

Sélection ® 10 stagiaires seront choisis parmi les participants de la phase I.

Date limite d'inscription : 4 mai 2007
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