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Les lymphocytes T régulateurs
favorisent ’inflammation
pulmonaire par une
reprogrammation dépendante

de Notch4

Amandine Selle}2, Mehdi Benamar®

> Les maladies pulmonaires inflamma-
toires, comme I'asthme allergique ou les
infections virales telles que la grippe ou
la COVID-19 (coronavirus disease 2019),
peuvent entrainer des complications chro-
niques graves, et mener, dans certains
cas, au décés du patient [1]. Mieux com-
prendre les mécanismes et les acteurs cel-
lulaires impliqués dans ces processus est
donc un enjeu de santé publique majeur.
Les lymphocytes T régulateurs (Treg)
jouent un role clé [2]. Cette sous-popu-
lation des lymphocytes T CD4" exprime le
facteur de transcription FOXP3 (forkhead
box P3) et la chaine o du récepteur de
PIL(interleukine)-2. Les Treg contribuent
a ’homéostasie immunitaire en instaurant
une tolérance envers les auto-antigeénes
et les antigénes exogenes, comme ceux
exprimés par le microbiote et les anti-
geénes environnementaux. De plus, les lym-
phocytes Treg contrdlent la majorité des
réponses immunitaires afin de limiter les
dommages collatéraux induit par I'inflam-
mation [3]. Les lymphocytes Treg peuvent
étre subdivisés en deux sous-populations :
les lymphocytes Treg naturels, qui se déve-
loppent dans le thymus, et les lymphocytes
Treg induits, qui se différencient a partir de
lymphocytes T CD4* FOXP3™ conventionnels
dans les organes lymphoides secondaires
et dans d’autres organes comme le pou-
mon et intestin. Au cours de leur diffé-
renciation, les lymphocytes Treg induits
acquierent le facteur de transcription
FOXP3, permettant ainsi leur maturation
et 'acquisition de fonctions régulatrices
grdce a I'expression de différents mar-
queurs (PD-1, CTLA-4 et ICOS), ainsi que
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la sécrétion de cytokines anti-inflamma-
toires comme IIL-10, PIL-35 et le TGF-[3
(transforming growth factor [5) [4]. Les
lymphocytes Treg, naturels et induits, sont
impliqués dans différents mécanismes
de tolérance immunitaire. €n effet, les
lymphocytes Treg induits induisent une
tolérance immunitaire envers les antigénes
exogenes, tandis que les lymphocytes Treg
naturels induisent une tolérance immuni-
taire envers les auto-antigénes. Les résul-
tats de nombreuses études ont montré que
les lymphocytes Treg présentent un certain
degré de plasticité. €n effet, ils peuvent,
en plus de Iexpression de FOXP3, étre
reprogrammés et sécréter des cytokines
pro-inflammatoires spécifiques des diffé-
rentes sous-populations de lymphocytes T
effecteurs, comme I'interféron-y (lympho-
cytes Thl), I'IL-4, PIL-5, I'IL-13 (lympho-
cytes Th2) ou P'IL-17 (lymphocytes Th17).
Cependant, les mécanismes de reprogram-
mation ne sont pas encore completement
élucidés [5]. La famille des protéines
Notch étant impliquée dans les processus
de différenciation des lymphocytes T [6],
nous avons donc cherché a comprendre
le role éventuel des protéines de cette
famille (Notch1-4) dans la dérégulation et
la plasticité des lymphocytes Treg lors de
I’exacerbation de I'inflammation des voies
respiratoires.

Linflammation pulmonaire

induit I’expression de Notch4 par

les lymphocytes T régulateurs

’étude de la voie Notch dans les lympho-
cytes Treg a commencé apres la mise en
évidence d’une augmentation spécifique
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de I’expression de Notch4, corrélée a la
sévérité de la maladie, par les lympho-
cytes Treg de patients asthmatiques [7]
ou infectés par le SARS-CoV-2 (severe
acute respiratory syndrome coronavirus
2) [8]. Pour tenter de comprendre le rdle
des lymphocytes Treg Notch4™ dans ces
deux maladies, nous avons eu recours
a un modele murin d’asthme allergique
et a un modele murin d’infection par le
virus de la grippe HINL. €n analysant des
souris mutantes privées de Notch4 dans
les lymphocytes Treg (souris Foxp3'™tre-
Notch4™™), nous avons montré 'absence
d’inflammation pulmonaire dans ces deux
modeéles. Ce résultat confirme le role cri-
tique des lymphocytes Treg Notch4™ dans
I’inflammation pulmonaire.

La déstabilisation des lymphocytes T

régulateurs par I’expression de Notch4
promeut ’inflammation pulmonaire

Pour tenter de comprendre I’effet pro-
tecteur de I’absence de Notch4 sur les
lymphocytes Treg, nous avons analysé
les mécanismes moléculaires associés, et
nous avons montré qu’ils différaient selon
la maladie. LUétude du transcriptome des
lymphocytes Treg déficients en Notch4
dans le cadre de I'inflammation associée
a 'asthme allergique a mis en évidence
une augmentation des voies de signali-
sation Hippo et P-caténine/Wnt. Nous
avons découvert que la voie Hippo contréle
I’équilibre Treg/Tyl7 et la stabilité des
lymphocytes Treg. €n effet, nous avons
montré que les lymphocytes Treg se dés-
tabilisent durant I'inflammation associée
a asthme a la suite d’'une déméthylation
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Figure 1. Réle de [’expres-
sion de Notch4 par les lym-
phocytes T régulateurs dans
inflammation pulmonaire
associée a ’asthme ou a une
infection virale. A. l'induc-
tion d’un asthme allergique
chez la souris provoque une
activation des macrophages
alvéolaires qui vont a leur tour
promouvoir I"expression de
Notch4 par les lymphocytes T
régulateurs via une augmen-
tation de production d’IL-6.
Notch4 active les voies de
signalisation Wnt/P-caténine
et Hippo, qui induisent I'aug-
mentation de production de
cytokines pro-inflammatoires.
B. Uinfection virale induit la
production d’IL-6, qui promeut
I’expression de Notch4 par les

lymphocytes T régulateurs. Cette expression va inhiber la production d’amphiréguline (Areg), ce qui promeut la polarisation des macrophages

vers un état pro-inflammatoire et inhibe la réparation tissulaire.

de la région TSDR (regulatory T-cell-spe-
cific demethylated region) de Foxp3 par un
mécanisme dépendant de la voie de signa-
lisation Hippo et plus spécifiquement des
protéines YAP (yes-associated protein) et
TAZ (ou WWTR1, WW domain-containing
transcription regulator 1). Cette déstabili-
sation est associée a une augmentation de
la sécrétion d’IL-17 par ces lymphocytes
Treg. La voie 3-caténine/Wnt, quant a elle,
stimule la production de I'lL-4, de I'IL-
13 et de GDF-15 (growth differentiation
factor 15). La protéine GDF-15 appartient
& la superfamille du TGF-P (transforming
growth factor f3), et sa fonction n’est
pas encore totalement identifiée, mais
on sait qu’elle peut jouer un rdle pro-
inflammatoire ou anti-inflammatoire [9].
Nous avons montré que la protéine GDF-15
produite par les lymphocytes Treg contréle
la sécrétion de cytokines par les cellules
lymphoides innées de type 2 (ILC2), et que
ce mécanisme promeut I'inflammation
associée a 'asthme [7] (Figure 1).

Par ailleurs, nous avons également montré
que I'expression de Notch4 par les lympho-
cytes Treg promeut I'inflammation pul-
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monaire induite par une infection virale :
en effet, elle promeut la polarisation des
macrophages vers un état pro-inflamma-
toire (M1) et inhibe la production d’am-
phiréguline, une protéine indispensable
pour la réparation tissulaire des poumons
infectés [10] (Figure 1). Pensemble de
ces résultats indique que I'expression de
Notch4 par les lymphocytes Treg induit leur
déstabilisation et promeut I'inflammation
pulmonaire [8].

Notch4, une cible thérapeutique
pertinente contre I’inflammation
pulmonaire chez I’lhomme

Nous avons découvert I'existence de
mécanismes similaires chez ’lhomme. €n
effet, 'analyse de lymphocytes Treg cir-
culants chez des patients asthmatiques
a montré une augmentation de la voie
[B-caténine/Wnt, de la voie Hippo et de
la production de GDF-15, corrélée avec la
sévérité de la maladie. De plus, I'infec-
tion par le virus SARS-CoV-2 s’accom-
pagne d’une diminution de la production
d’amphiréguline, également corrélée avec
la sévérité de la maladie et avec I'aug-

mentation de I'expression de Notch4 par
les lymphocytes Treg. L'ensemble de ces
résultats suggere un fort potentiel thé-
rapeutique de I'inhibition de Notch4 dans
les maladies inflammatoires pulmonaires.
Pour le prouver, nous avons produit des
anticorps bloquant la protéine Notch4
humaine et nous avons montré, dans un
modéle préclinique de souris humanisées
(NOD-Prkdcscdi12rg™"i/Sz), que I’utili-
sation de ces anticorps protege les souris
contre I'inflammation pulmonaire induite
par le virus de la grippe HIN1 [8]. ¢
Regulatory T cells promote lung
inflammation through Notch4-
dependent reprogramming
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