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Developpement
intrathymique

des lymphocytes T :
role des peptides du soi
dans le processus

de sélection positive

Au cours du développement des lymphocytes T of3, le pro-
cessus de sélection positive requiert I'interaction du récepteur
de l'antigene (TCR) avec les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) exprimées a la surface des cel-
lules épithéliales du cortex thymique. On s’est longtemps
demandé si I'interaction TCR-CMH est intrinsequement suffi-
sante ou si les peptides du soi complexés aux molécules du
CMH remplissent un role particulier lors de la sélection posi-
tive. L’utilisation d’animaux génétiquement modifiés, présen-
tant des altérations des processus d’apprétement et/ou de
présentation de I’antigéne a permis de montrer que la diver-
sité des peptides du soi présentés par les molécules du CMH
a un impact direct sur I’efficacité du développement des lym-
phocytes CD4* et CD8*. L’ensemble de ces résultats expéri-
mentaux indique que le développement intrathymique des
lymphocytes T 0f3, et par conséquent I’élaboration du réper-
toire T fonctionnel, est fondée sur la reconnaissance des
peptides du soi au cours du processus de sélection positive.

hez les vertébrés, les lym-
phocytes T constituent un
compartiment cellulaire
indispensable au dévelop-
pement d’une réponse
immunitaire spécifique efficace lors
des processus infectieux. Les lympho-
cytes T, au sens large, regroupent
plusieurs types de populations qui
différent par leur caractéristiques
phénotypiques et fonctionnelles. Les

lymphocytes T a3 qui se développent
au sein du thymus sont dits «clas-
siques » et représentent la population
majoritaire et la mieux étudiée. Au
terme de leur maturation intrathy-
mique, les thymocytes ressemblent
aux lymphocytes T périphériques; ils
expriment fortement, selon une dis-
tribution clonale, un récepteur de
Iantigene (TCR) constitué des glyco-

protéines O et 3 ainsi que le co-récep- mm——
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teur CD4 ou CD8 qui définit les pré-
curseurs des lymphocytes T auxi-
liaires CD4*CD8~ (sources de cyto-
kines) et les précurseurs des
lymphocytes T cytotoxiques CD4~
CD8* (figure 1).

Les génes codant pour les chaines o
et B du TCR ne préexistent pas au
sein du génome, ils sont engendrés a
un stade précoce du développement
(mal dit, auteur pouvez-vous modifier
ce début de phrase SVP) via un pro-
cessus de réarrangement de segments
géniques dits variable (V), de diver-
sit¢ (D), de jonction (]) et constant
(C) qui sont dans une configuration
dispersée au sein des locus o et B. Ce
processus, connu sous le terme de
recombinaison V(D)J [1], implique
plusieurs protéines dont les produits
des genes RAG-1 et RAG-2 (recombina-
tion-activating genes) spécifiquement
exprimés par les lymphocytes ainsi
que des protéines ubiquitaires de
réparation de ’ADN. A cette diversité
de type combinatoire (la recombinai-
son aléatoire de segments géniques)
se superpose une diversité de type
jonctionnelle (retrait et/ou ajout
aléatoire de nucléotides a la jonction
des segments réarrangés). La diver-
sité du répertoire T en est considéra-
blement accrue (elle est approximati-
vement de 1’ordre de 10'%). Le
bénéfice de la diversité jonctionnelle
a cependant un colit énorme. De par
sa nature stochastique, le processus
d’addition/retrait de résidus nucléo-
tidiques aboutit, dans les deux tiers
des cas, a l'interruption du cadre de
lecture des geénes réarrangés. Ainsi,
seul un tiers des réarrangements sont
productifs, c’est-a-dire qu’ils permet-
tent la synthése d’une chaine o ou 3
fonctionnelle. Le développement des
lymphocytes T yd au sein du thymus
est moins bien documenté et ne sera
pas évoqué ici.

A la différence des immunoglobulines
synthétisées par les lymphocytes B,
capables d’interagir avec l’antigene
sous sa forme native, le TCR des lym-
phocytes T 0f reconnait 'antigene
sous la forme de court fragments pep-
tidiques présentés par des glycopro-
téines membranaires: les molécules
du complexe majeur d’histocompati-
bilité (CMH) de classe I et II, respecti-
vement selon que le TCR est associé a
Pexpression des co-récepteurs CD8 ou
CD4 (figure 1). La reconnaissance de

s |'antigene par le TCR des lymphocytes
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Cellule présentatrice de I'antigéne

Figure 1. La reconnaissance de I'antigéne par le TCR est restreinte par les
molécules du CMH. Le récepteur de I'antigene (TCR), qui suit une distribution
clonale, reconnait des fragments peptidiques présentés par les molécules du
CMH. Plus précisément, cette interaction correspond a une co-reconnais-
sance puisque le TCR entre en contact a la fois avec des résidus acides ami-
nés proéminents du peptide et des résidus polymorphiques des chaines des
molécules du CMH. Le TCR est un hétérodimére constitué de deux glycopro-
téines transmembranaires a et 3 dont la portion extracellulaire comporte
deux domaines structuralement apparentés aux domaines variable et
constant des chaines d’immunoglobulines (Ig). La spécificité du TCR est trés
largement déterminée par la séquence du domaine CDR3 qui relie les seg-
ments variable et constant et qui est un point de contact direct avec le pep-
tide lors de l'interaction tri-moléculaire TCR-peptide-CMH. La reconnaissance
du complexe peptide-CMH est grandement assistée par 'engagement du co-
récepteur (CD4 ou CD8) qui stabilise I'interaction tri-moléculaire et participe
également au processus de I’activation des lymphocytes T via le recrutement
de la protéine kinase p56°°*. CD4 comprend quatre domaines de type lg. CD8
est un hétérodimére af3 avec un seul domaine de type Ig au sein de chacune
des deux chaines. Afin d’alléger le schéma, le module de transduction du
signal associé au TCR (le complexe CD3) n’est pas représenté. Les ponts
disulfures interchaines sont représentés par un trait de liaison horizontal. Le
peptide antigénique est représenté par la surface hachurée insérée au som-
met des molécules du CMH (8-9 acides aminés pour le CMH | et 14-17 acides
aminés pour le CMH ll). TCR: récepteur de I'antigéne des lymphocytes T,
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité; CD4/CD8: corécepteurs
CD4/CD8,; V/D/J/C: segment variable/de diversité/de jonction/ constant; [32-
m : B2-microglobuline.

T af classiques est dite restreinte par
les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité [2] (m/s 1996,
n°11, p. 1316). En I'absence de pro-
téines d’origine microbienne, les

molécules du CMH demeurent expri-
mées a la surface mais sont com-
plexées avec des peptides dérivés de
protéines endogenes. En fait, I’expres-
sion membranaire stable de ces molé-
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cules est directement dépendante de
leur association avec des peptides.

L’élaboration du répertoire du TCR
des lymphocytes T aff miirs a lieu lors
de leur développement intrathy-
mique par une succession d’étapes
sélectives (figure 2). Les événements
les plus précoces conduisent a la pro-
duction et a 'expression membra-
naire du TCR af. Cette étape permet
de poursuivre la progression liéé au
développement jusqu’au stade ou les
thymocytes sont exposés a une nou-
velle sélection. Pour survivre, achever
leur maturation et quitter I’environ-
nement thymique, ils doivent satis-
faire a une double exigence: leur
TCR doit avoir une affinité minimale

pour les complexes CMH-peptides
exprimés dans le thymus mais cette
affinité ne doit pas excéder un cer-
tain seuil. Cette double exigence est
satisfaite grace a des processus dits de
sélection intrathymique positive et
négative ayant tout deux pour origine
I'interaction du TCR avec les molé-
cules du CMH présentes dans ’envi-
ronnement thymique. Par définition,
la nature des peptides du soi est
directement responsable de la sélec-
tion négative intrathymique qui est
un processus majeur de la tolérance
aux antigénes du soi. En ce qui
concerne la sélection positive, la ques-
tion de savoir si une interaction TCR-
CMH est seule en cause ou si les pep-

tides du soi ont une fonction impor-
tante allant au-dela de leur propriété
de stabilisation des molécules du
CMH a suscité un intérét croissant.
Le role des peptides du soi dans 1’éla-
boration du répertoire lymphocytaire
T af a récemment été examiné dans
des modeles in vivo s’attachant parti-
culierement a I’étude du développe-
ment des lymphocytes T CD4*. La
plupart des études évoquées dans cet
article utilisent des animaux généti-
quement modifiés présentant des
altérations des processus d’appréte-
ment et de présentation de l’anti-
gene, nous allons donc tres succincte-
ment résumer les grands principes
gouvernant ces processus.
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Figure 2. Représentation synoptique du développement intrathymique des lymphocytes T af. Les lymphocytes T af3

sont issus des cellules souches hématopoiétiques qui colonisent le thymus. La phase précoce de développement est

indépendante des molécules du CMH. Les réarrangements sont en premier lieu déclenchés au niveau du locus
(rgt.VDJp). L’expression du pré-TCR constitué d’une chaine [3 et de la chaine pTa permet la réception d’un signal anti-
apoptotique et la progression des cellules au stade de développement suivant (sélection ). La transition au stade
CD4+*CD8* (double positif) s’Taccompagne de réarrangement V-J au niveau du locus a (rgtVJa). En cas de réarrange-
ment productif, un TCR af3 se substitue au pré-TCR. Dés lors, le développement des thymocytes est subordonné aux
interactions du TCR avec les complexes peptides-molécules du CMH exprimés a la surface des cellules stromales
thymiques. L’intégration des signaux délivrés lors de I'interaction thymocytes/cellules stromales conduit a la sélec-
tion positive (cette phase est dépendante des cellules épithéliales corticales) et éventuellement, a la délétion des thy-
mocytes (ou sélection négative) qui assure I'établissement de la tolérance aux antigénes du soi exprimés par les cel-
lules d’origine hématopoiétique. Les thymocytes sélectionnés positivement achévent leur maturation au sein de la
médulla; ils deviennent CD4-CD8* ou CD4*CD8 et gagnent les organes lymphoides périphériques au sein desquels
ils constituent respectivement les précurseurs des lymphocytes cytotoxiques (CD8*) et auxiliaires (CD4*).
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Les mécanismes

de I'apprétement

et de la présentation
de I'antigene

Dans le cas des molécules de classe I
du CMH, les complexes CMH-pep-
tide sont assemblés au sein du réticu-
lum endoplasmique (figure 3). Les
fragments peptidiques résultant de la
dégradation de protéines cytoso-
liques par des complexes protéoly-
tiques multicatalytiques (le protéa-
some 20S ainsi que d’autres
structures protéolytiques) sont trans-
férés activement dans la lumiere du
réticulum endoplasmique par des
molécules membranaires de trans-
port (TAP1 et TAP2) [3]. Dans un
premier temps, les molécules de
classe I, constituées d’une chaine
lourde polymorphe transmembra-
naire associée a une chaine légere
non polymorphe (f2-microglobuline
ou 32-m), sont mises en contact avec
les sous-unités TAP grace a linter-
vention de protéines chaperonnes
(calnexine, calréticuline) et acces-
soires (tapasine). Au cours d’une
seconde phase, les fragments pepti-
diques qui présentent les caractéris-
tiques requises de taille et de struc-
ture, s’associent aux molécules de
classe I. Cette liaison est a l'origine
de la dissociation des complexes
supramoléculaires; les molécules de
classe I sont libérées et entament, au
travers de l'appareil de Golgi, leur
transport vers la membrane cellulaire
(voir [4] pour une synthése générale
actualisée). Dans le cas des molécules
de classe II du CMH, la situation est
sensiblement différente (figure 4). Les
chaines a et B des molécules de classe
II s’associent pour former les hétéro-
dimeéres 0f3 au sein du réticulum. Un
niveau supérieur de complexité est
atteint lorsque trois hétérodiméres
s’associent a trois molécules de
chaine invariante (li) pour former
des nonameres (0f),li;. Ce niveau
d’organisation est nécessaire pour
que les molécules de classe II soient
transférées dans I'appareil de Golgi.
La portion cytoplasmique de Ii
contient un motif de routage qui, a la
sortie des vésicules golgiennes, dirige
les molécules de classe II vers les
compartiments de la voie endocy-
tique (vraisemblablement par une
entrée au niveau des endosomes pré-
coces) ou elles sont mises en contact

avec les peptides antigéniques ou
endogenes. Par ailleurs, la présence
de Ii, par I'occupation du site de liai-
son des peptides, prévient physique-
ment toute association peptidique
prématurée jusqu’a ce que les com-
partiments endocytiques soient
atteints. Ii est ensuite dégradée par
plusieurs endoprotéases de la famille
des cathepsines présentes dans les
vésicules endocytiques. Cette dégra-
dation, qui semble s’opérer de facon
séquentielle, cause la dissociation des
structures nonamériques. Les molé-
cules de classe II ne sont plus finale-
ment associées qu’a un court frag-
ment de Ii (le peptide CLIP) au
niveau de leur site de liaison des pep-
tides. Dans les compartiments endo-
cytiques, d’autres molécules inter-
viennent pour aider au retrait du
peptide CLIP et au chargement des
peptides, notamment la molécule H-
2M (elle aussi un hétérodimeére of
dont les geénes sont localisés dans le
locus du CMH) et les molécules H-
20 qui reglent I'activité de H-2M. Le
transport des complexes stables CMH
de classe II-peptide a la surface cel-
lulaire implique les vésicules CIIV qui
émergeraient des endosomes pré-
coces (et peut-étre tardifs) par un
processus de bourgeonnement spéci-
fique [5-7].

Le développement
précoce des lymphocytes
T a est indéependant
des molécules du CMH

Les précurseurs T les plus précoces
expriment les molécules CD44,
CD117 (c-kit), le récepteur de I'inter-
leukine-7 (IL-7R) et CD24 (heat stable
antigen), un marqueur d’immaturité
lymphocytaire. Puis, I'induction de
CD25 ainsi qu'une phase de prolifé-
ration induite par I'IL-7 (stade pro-
LT) ont lieu (figure 2). Le stade sui-
vant (pré-LT précoces) est associé a
une réduction de ’expression de
CD44 et de CD117, a l’'induction de
CD2 et au démarrage du réarrange-
ment V-D-] au niveau du locus f.
Cette étape marque la mise en route
de la diftérenciation lymphocytaire
T. Si ce réarrangement conduit a la
synthése d’une chaine B fonction-
nelle, il permet 'expression a la sur-
face du pré-TCR (stade pré-LT tar-
dif) composé d’une chaine [ associée
a une glycoprotéine invariante, pTa

[8]. L’expression du pré-TCR corres-
pond a une phase cruciale du déve-
loppement; un signal de survie est
délivré qui permet aux cellules
d’accéder au stade CD4*CD8* (sélec-
tion f3, voir [9] pour revue). L’expres-
sion du pré-TCR a pour conséquence
de prévenir tout réarrangement au
niveau du second locus B (exclusion
allélique PB). Ce processus implique
une protéine kinase spécifique de la
lignée lymphocytaire T, la p56'<k.
Simultanément, I’expression de
CD25 disparait, des réarrangements
V-] sont déclenchés au niveau du
locus a et ’expression des génes CD§
et CD4 est induite (les thymocytes
proliférent et deviennent double-
ment positifs pour CD4 et CD8). Un
TCR af se substitue au pré-TCR, les
thymocytes réduisent leur taille et
cessent de proliférer. Le TCR a3 va
controler les événements suivants,
notamment la transition CD4*CD8* -
CD4*CD8/CD4CDS8*. L’interaction
du pré-TCR avec un ligand est théo-
riquement possible. Il a été montré
que la transition controlée par le pré-
TCR survient normalement chez les
animaux déficients en molécules du
CMH ou chez des mutants exprimant
une chaine 3 transgénique dépour-
vue de son domaine variable [9] indi-
quant que s’il y a interaction, celle-ci
n’implique pas les complexes pep-
tide-CMH.

La double sélection
des lymphocytes T af3
immatures

Comme nous ’avons vu ci-dessus, les
thymocytes immatures sont exposés a
un double processus de sélection (les
thymocytes sont alors au stade
CD4'CD8"). Seules les cellules expri-
mant un TCR doté d’une affinité
minimale pour les molécules du CMH
seront préservées tandis que les cel-
lules capables de reconnaitre forte-
ment les déterminants du soi sont
physiquement éliminées (délétion clo-
nale ou sélection négative) [10, 11].
L’issue de l’interaction thymocyte
immature/cellule stromale thymique
est déterminée par la nature de son
avidité, c’est-a-dire par la résultante de
I'intégration de toutes les interactions
moléculaires mises en jeu. L’avidité
est ainsi influencée par laffinité du
TCR pour les complexes peptide-
CMH, par 'engagement du co-récep-
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Complexe peptide-CMH de classe |
(H/B2-m/peptide)
Membrane plasmique
Golgi
Réticulum endoplasmique
Chaine lourde (H) HIB2-mipeptide
Calnexine A
H-Calnexine Calréticuline
Tapasine
B2-m
Calnexine
H/B2-m 7—> H/B2-m/calréticuline 7—» (H/B2-m/calréticuline)-Tapasine
Calréticuline Tapasine ?
Peptides
ATP
TAP1-2
ADP + Pi
Protéines cytosoliques Protéasome |—— Peptides

Figure 3. Représentation schématique de I'assemblage et du chargement
peptidique des molécules de classe | du CMH. La chaine lourde (H) des molé-
cules de classe | du CMH interagit successivement avec deux protéines cha-
peronnes qui résident dans la lumiere du réticulum endoplasmique: la cal-
nexine interagit avec la chaine H native puis la calréticuline prend le relais
lorsque la chaine lourde s’est associée a la 32 microglobuline (82-m). La cal-
réticuline est encore associée au complexe H/B2-m lorsque celui-ci s’associe
au transporteur TAP gréce a une tierce protéine, la tapasine. Le chargement
des peptides sur la chaine lourde est alors possible, les triméres H/32-m-pep-
tide sont libérés et transportés en surface cellulaire via I'appareil de Golgi. La
majorité des peptides est engendrée dans le cytosol par le protéasome puis
délivrée activement dans la lumiere du réticulum endoplasmique (RE) au
moyen des transporteurs TAP. Les peptides ayant les caractéristiques
requises de taille et de séquence sont rapidement captés par les complexes
H/B2-m. Les peptides trop longs, ainsi que des peptides dérivés de
séquences signal, peuvent subirent une seconde étape de protéolyse dans le
réticulum endoplasmique avant d’étre éventuellement chargés sur les molé-
cules du CMH. Une autre hypothése considére leur exportation active vers le
cytosol, un remaniement protéolytique puis un rappatriement au sein du réti-
culum endoplasmique via les molécules TAP. Ces possibilités restent moins
bien documentées et ne sont pas représentées sur le schéma. En I'absence
de B2-m ou de molécules TAP fonctionnelles, les molécules de classe | du
CMH sont instables et trés faiblement exprimées a la surface cellulaire.
Golgi: appareil de Golgi; H: chaine lourde des molécules de classe | du
CMH ; TAP: molécules de transport; AT(D)P: adénosine tri-(bi)phosphate; Pi:
phosphate inorganique.
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teur CD4 ou CD8, par la densité des
complexes peptide-CMH et par
d’éventuelles interactions non spéci-
fiques de nature adhérente (par
exemple CD2-CD58 et/ou CD54-
CD11a/CD18). Ce modele de déve-
loppement, le plus cohérent actuelle-
ment, est connu sous le terme de
modele de I'avidité différentielle [12].
L’absence d’une interaction TCR/
peptide-CMH significative ne permet
pas aux thymocytes de s’opposer au
processus de mort cellulaire généti-
quement programmée (ou apoptose).
La sélection positive correspond pré-
cisément a I'intégration par les thymo-
cytes d’un signal de survie qui pré-
vient 'apoptose. Ce scénario peut en
théorie prendre place lorsque le TCR
interagit faiblement avec un com-
plexe peptide-CMH abondant ou
lorsque le TCR manifeste une affinité
relativement élevée pour un com-
plexe peptide-CMH peu représenté
dans I’environnement thymique.
Lorsque I'avidité est trés élevée (a
priori cette situation correspond aux
thymocytes capables de reconnaitre
efficacement les déterminants du soi),
le signal recu par les thymocytes active
le processus apoptotique et précipite
leur élimination physique. A la difté-
rence de la sélection négative relayée
principalement (mais peut-étre pas
exclusivement) par les cellules médul-
laires thymiques ayant une origine
hématopoiétique telles que les cel-
lules dendritiques, de nombreuses
expériences conduites in vivo (notam-
ment au moyen d’animaux chimé-
riques engendrés par injection de
moelle osseuse aprés irradiation), ont
démontré que la sélection positive a
pour base moléculaire l'interaction
du TCR avec les molécules de classe I
et II du CMH exprimées par les cel-
lules épithéliales de la zone corticale
thymique [10, 12-14].

Les peptides du soi
et la sélection positive
des lymphocytes T CD8*

Un des premiers travaux soulignant
un role particulier des peptides du
soi dans le processus de sélection
positive intrathymique était fondé sur
des mutations spontanées des molé-
cules de classe I du CMH affectant
Iinteraction peptide-CMH sans alté-
rer 'interaction TCR-CMH. Les

résultats étaient en faveur de 'idée m—
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Figure 4. Représentation schématique du transport intracellulaire des molé-
cules de classe Il du CMH. Le signal de routage contenu dans la portion cyto-
plasmique de la chaine invariante li oriente les complexes (af);li; assemblés
au sein du réticulum endoplasmique vers les compartiments endocytiques,
notamment les endosomes précoces. li est progressivement dégradée sous
I’action de protéases a cystéine (cathepsines B/S pour les cellules présenta-
trices de I'antigéne, cathepsine L pour les cellules épithéliales thymiques);
I'intermédiaire li-p10 puis le peptide CLIP sont ainsi successivement engen-
drés. CLIP prévient I'association prématurée de fragments peptidiques. Les
molécules de classe Il du CMH sont tres représentées au sein des endosomes
tardifs et des lysosomes (compartiment MIIC). Les vésicules de classe Il
(CllV) émergeraient des endosomes selon un processus de bourgeonnement.
En leur sein, les peptides se substituent au peptide CLIP grace a l'interven-
tion des molécules H-2M. Les complexes peptide-molécules de classe Il sont
ensuite dirigés vers la surface cellulaire. En I'absence de H-2M, CLIP n’est
pratiquement pas déplacé et constitue le peptide dominant a la surface cel-
lulaire. En I’'absence de li, le niveau d’expression membranaire des molé-
cules de classe Il du CMH est réduit. AG: antigene; li-p10: fragment de
10kDa de li; CLIP: fragment de 21 acides aminés de li; H-2Ma3 : échangeur
de peptide; H-20: régulateur négatif de H-2M.

selon laquelle la reconnaissance des
peptides du soi participe pleinement
a la sélection positive des lympho-
cytes CD8*. Tres vite, un phénomene
semblable a été proposé pour les cel-
lules CD4" [15-17]. D’autres résultats
sont venus renforcer cette hypothése,
notamment une série d’expériences
réalisées in vitro au moyen de cul-
tures de thymus feetaux d’animaux
mutants présentant une expression
membranaire défectueuse des molé-
cules de classe I du CMH. Ces
mutants ont été engendrés par invali-
dation du gene de la $2- microglobu-
line d’une part (2-m7"), du géne de
la sous-unité 1 du complexe de trans-
port des peptides (TAPI7-) d’autre
part (voir figure 3). Dans les deux cas,
le repliement spatial et la stabilité
membranaire des molécules de classe
I du CMH est compromise, leur
expression est sévérement réduite et
trés peu de lymphocytes T aff CD8*
parviennent a maturation [18, 19].
Ce déficit d’expression peut étre
inversé artificiellement éin vitro par
I'ajout de B2-microglobuline exogene
et de peptides synthétiques.

Ce systeme expérimental a permis
deux observations majeures [12, 20-
21]: (1) tout peptide susceptible de
s’associer aux molécules de classe I
du CMH et de restaurer leur expres-
sion membranaire stable ne conduit
pas nécessairement a restaurer signi-
ficativement la sélection positive des
lymphocytes T CD8*; (2) en considé-
rant les peptides qui présentent un
effet significatif, il a été remarqué
qu’'un mélange de peptides différents
assure une sélection positive plus effi-
cace que les mémes peptides testés
individuellement. Ainsi, il semble
que la complexité du soi peptidique
ait un impact direct sur I'efficacité du
processus de sélection positive intra-
thymique. L’interprétation la plus
satisfaisante de ce phénomeéne est
que la reconnaissance du soi pepti-
dique est a la base du processus de
sélection positive. Des résultats cohé-
rents avec cette idée ont été obtenus
lors d’expériences identiques réali-
sées avec des animaux transgéniques
exprimant une spécificité T donnée:
tout peptide capable de restaurer
I’expression stable des molécules de
classe I du CMH ne conduit pas
nécessairement a restaurer le dévelo-
pement d’une spécificité T donnée.
Dans ces expériences, des variants du
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peptide ont également été testés,
parmi lesquels des variants agonistes
ou antagonistes selon qu’ils induisent
ou préviennent l’activation de lym-
phocytes mirs exprimant la spécifi-
cit¢ T en question. Il a été observé
que les peptides antagonistes et les
faibles concentrations de peptides
agonistes peuvent restaurer la sélec-
tion positive tandis que les fortes
concentrations de peptides agonistes
déclenchent la sélection négative des
thymocytes transgéniques [22, 23].
Dans I’ensemble, ces résultats sont
cohérents avec le modele de I'avidité
différentielle. Cependant, il apparait
que la sélection positive restaurée par
de faibles doses de peptides agonistes
engendre des lymphocytes ayant un
faible niveau d’expression du co-
récepteur CD8 et présentant des alté-
rations fonctionnelles [24]. Cela
laisse a penser que le modeéle de I’avi-
dité différentielle tel qu’il fut pro-
posé initialement demande a étre
affiné. D’autres études indépen-
dantes vont également dans ce sens
[25, 26]. Tres récemment, des pep-
tides naturellement présentés par les
molécules de classe I du CMH et
capables d’assurer le développement
des thymocytes CD8" dans des expé-
riences de culture de thymus feetal,
ont été identifiés [27, 28]. Il s’avere
que de multiples peptides sont
capables d’assurer le développement
d’une spécificit¢é T donnée et que
I’homologie entre ces peptides et le
peptide antigénique peut étre tres
limitée. Ce type d’expérience se
heurte toutefois & un argument
d’ordre quantitatif; les quantités de
peptides utilisées in vitro peuvent
n’avoir aucune commune mesure
avec les quantités naturellement
exprimées a la surface des cellules
épithéliales corticales d’un thymus
normal.

Les peptides du soi
et la sélection positive
des lymphocytes T CD4*

Les données relatives aux lympho-
cytes CD4" sont pour 'essentiel beau-
coup plus récentes et ont été obte-
nues in vivo, principalement par
analyse d’animaux génétiquement
modifiés. Ainsi, des souris exprimant
un seul complexe peptide-CMH de
classe II ont été engendrés (I-
AP:Ea52-68) [29, 30] grice a I’expres-
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sion in vivo d’une construction
d’ADN couplant la séquence d’un
peptide (Ea52-68) a celle de l'une
des chaines des molécules de classe II
du CMH (I-A"B). Aprés croisement
avec des animaux mutants induits,
dépourvus des molécules endogenes
de classe II du CMH et de la chaine
invariante (I-A"/~/Ii”~), I'expression
d’un complexe peptide-CMH classe II
unique est observée sur les cellules
épithéliales thymiques ainsi que sur
les cellules présentatrices de l'anti-
gene. Ce complexe a été choisi entre
autre parce qu’il existe un anticorps
monoclonal capable de le recon-
naitre spécifiquement (a I'instar d’un
TCR, I'anticorps monoclonal Y-Ae
interagit a la fois avec le peptide
Eab52-68 et avec les résidus poly-
morphes de la molécule de classe II
I-A"). Cela a permis une caractérisa-
tion fiable des animaux. L’invalida-
tion du gene de la sous-unité o du
complexe H-2Map (H-2Ma~-) a
conduit a 'obtention d’animaux
semblables [31-33]. Nous avons men-
tionné précédemment que I’hétéro-
dimeére H-2Maf assure le charge-
ment efficace des peptides dérivés
des produits d’endocytose sur les
molécules de classe II du CMH au
sein de compartiments spécialisés
(figure 4). En son absence, ce charge-
ment est compromis et les molécules
de classe II parviennent a la surface
cellulaire complexées avec le frag-
ment CLIP de la chaine invariante. I
a été initialement proposé que les
animaux H-2Ma~~ constituaient un
second cas de souris exprimant un
seul complexe peptide-CMH classe
II. En fait, le complexe peptide CLIP-
CMH classe II est dominant mais pas
unique car il a été démontré que
deux récepteurs immunitaires dis-
tincts sont capables d’interagir avec
les cellules exprimant les molécules
de classe II chez les mutants H-
2Ma~~. D’une part, un hybridome T
spécifique d'un peptide dérivé de la
B2-microglobuline présenté dans le
contexte des molécules I-AP est
capable de reconnaitre les cellules
présentatrices de 'antigene isolées a
partir de la rate de mutants H-2Ma~"~.
D’autre part, un anticorps qui
n’interagit pas avec le complexe
CLIP-CMH classe II est néanmoins
capable d’interférer avec le dévelop-
pement des thymocytes H-2Ma~~
CD4*" in vitro [33]. Chez ces deux

types de souris modifiées (transgé-
nique I-A*: Ea52-68 et mutant H-
2Ma~-), un nombre relativement
important de lymphocytes CD4" a été
détecté: environ 25% a 50 % du
nombre normal. Toutefois ces cel-
lules se distinguent des lymphocytes
CD4* normaux par la trés vive réacti-
vité que la plupart d’entre eux sont
capable de manifester vis-a-vis de cel-
lules présentatrices de ’antigéne syn-
génique, c’est-a-dire vis-a-vis de com-
plexes peptide-CMH classe II
porteurs d’un répertoire peptidique
normal. La plupart de ces cellules
CD4" ne peuvent donc pas étre assi-
milées aux lymphocytes CD4* qui se
développent au sein du thymus de
souris génétiquement non manipu-
lées. Par ailleurs, des résultats obte-
nus par transfert de moelle osseuse,
ou tout simplement par croisement,
ont révélé que I’environnement thy-
mique des animaux H-2Ma~~ est inca-
pable d’assurer le développement de
lymphocytes T transgéniques expri-
mant des spécificités restreintes par
les molécules CMH de classe II [34-
36]. En d’autres termes, des lympho-
cytes porteurs de spécificités données
qui ont pu se développer au sein
d’un thymus normal (c’est-a-dire qui
ont été séléctionnés positivement),
ne peuvent parvenir a maturité
lorsqu’ils sont confrontés a une diver-
sité du soi trés séverement réduite.
Ces observations indiquent claire-
ment que la sélection positive des
thymocytes CD4* est dépendante des
peptides du soi. Il est important de
préciser que le niveau d’expression
des molécules de classe II du CMH
des mutants H-2Ma~~ est identique a
celui d’une souris normale. Cela a
été confirmé par immunomarquage
a l’aide d’'un anticorps monoclonal
anti-CMH de classe II (Y3]JP) dont la
réactivité est indépendante des carac-
téristiques des peptides associés (ce
n’est pas completement vrai pour les
animaux I-AP: Ea52-68 chez lesquels
le niveau d’expression des molécules
de classe II du CMH est sensiblement
réduit). Cela permet de conclure que
chez les mutants H-2Ma~-, les effets
observés sont bien liés a la diversité
restreinte du répertoire peptidique
et non a une expression modifiée des
molécules de classe II du CMH.

Les animaux chez lesquels la chaine
invariante est absente (I7/~) sont éga-

lement présumés porteurs d’un soi m————
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peptidique restreint; les molécules
de classe II du CMH sont tres faciles
a charger de facon exogene, ce qui
suggere que les peptides associés ont
une faible affinité pour les molécules
de classe II [37]. Chez ces animaux,
la sélection positive de thymocytes
transgéniques CD4* semble égale-
ment étre compromise (4 TCR par-
mis 5 testés) [34, 38]. Il faut men-
tionner que ces mutants ont un taux
d’expression des molécules de classe 11
réduit et il est théoriquement pos-
sible que ce parametre ait un role
dans la sélection positive altérée des
spécificités T testées. Les animaux
transgéniques I-A": Eab52-68 présen-
tent aussi cette caractéristique car ils
sont également dépourvus de Ii.
Cette condition est nécessaire pour
prévenir le déplacement du peptide
Eab52-68 par des peptides endogenes.
Cependant, la reconstitution chez les
souris I/, d’un faible niveau
d’expression de deux des isoformes
de la chaine invariante (p31 et p4l)
au moyen de transgenes, a révélé que
la sélection positive des thymocytes
CD4* peut étre restaurée sans que le
taux d’expression des molécules de
classe II ne soit modifié [39]. Cela
suggere que chez ces mutants, indé-
pendamment du taux d’expression
des molécules de classe II, c’est
I’absence de chaine invariante et ses
effets sur le répertoire peptidique qui
sont responsables des anomalies de la
sélection positive des lymphocytes T
CD4".

Le role des peptides du soi dans la
sélection positive est également
confirmé par quatre autres études
indépendantes conduites in vivo.

1. L’analyse de souris transgéniques
exprimant uniquement la chaine 3
d’un TCR donné a révélé que, parmi
les chaines a utilisant les segments V
et |J parentaux, la fréquence de la
séquence CDR3a du clone parental
est basse au sein des thymocytes ayant
une expression faible du TCR, mais
haute au sein de la population thymo-
cytaire ayant une expression élevée du
TCR (c’est-a-dire faible préalable-
ment, mais élevée postérieurement a
I'étape de sélection positive). Etant
donné que, lors de I'interaction TCR-
peptide-CMH, le segment CDR3a cor-
respond a une boucle qui est un point
de contact direct entre la chaine a du
TCR et le peptide, ce résultat indique

messsmms un role central des peptides du soi

1408

dans la sélection positive [40]. Un
phénomene semblable a été observé
chez des animaux transgéniques I-
A*:E052-68 porteurs d’un transgéne
codant pour la chaine f d’'un TCR
[41].

2. L’analyse de souris mutantes a
révélé que la dégradation de la
chaine invariante dans les lysosomes
des cellules épithéliales corticales thy-
miques est controlée par la cathep-
sine L. Dans le cas des cellules pré-
sentatrices de l’antigéne, cette
fonction est assurée par d’autres pro-
téinases de la méme famille (figure 4).
Par conséquent, chez les animaux
cathepsine L7, les cellules assurant
la sélection positive expriment des
molécules de classe II du CMH por-
teuses principalement de produits de
la dégradation incomplete de la
chaine invariante. Ces animaux
constituent un autre exemple de soi
peptidique restreint. Leur analyse a
révélé que la sélection positive des
thymocytes CD4* est clairement
défectueuse; peu de lymphocytes T
CD4* sont détectés au sein du thymus
ainsi qu’en périphérie (la réduction
est de 'ordre de 60 % a 80 %) [42].
Les lymphocytes T CD4" résiduels
apparaissent normaux et ne manifes-
tent pas de réactivité vis-a-vis de cel-
lules présentatrices de I’antigéne
d’origine syngénique. Cela n’est pas
surprenant puisque, chez ces ani-
maux, la sélection négative n’est pas
altérée; les cellules exprimant des
molécules de classe II du CMH, déri-
vées de la moelle osseuse, assurent
une dégradation normale de la
chaine invariante (dans ces cellules,
la dégradation de Ii n’implique pas la
cathepsine L mais plutot la cathep-
sine S) et expriment un soi pepti-
dique normal.

3. Des souris chez lesquelles 95 % des
molécules de classe II du CMH pré-
sentent un peptide unique ont un
nombre normal de lymphocytes
CD4". Cependant, si la diversité du
soi peptidique est davantage res-
treinte (< 5%), le développement
des lymphocytes CD4" est altéré. Cela
montre que la diversité du soi pepti-
dique, et par conséquent la recon-
naissance des peptides, a un effet
direct sur la maturation des thymo-
cytes [43].

4. Un anticorps monoclonal spéci-
fique d’'un complexe peptide-CMH
classe II donné est capable d’interfé-

rer in vivo avec la sélection positive
de thymocytes transgéniques expri-
mant un TCR spécifique pour ce
méme complexe. Le fait que cet anti-
corps soit trés sensible a des muta-
tions introduites dans le peptide sug-
gere que les peptides endogénes
participant a la sélection positive
d’une spécificité T donnée et le pep-
tide reconnu par des lymphocytes T
murs porteurs de cette spécificité
peuvent avoir des caractéristiques
structurales relativement proches

[44].
I Conclusions

Nous venons de voir qu’il existe
maintenant une base expérimentale
solide et généralisée étayant la
notion selon laquelle la sélection
positive des thymocytes immatures
(c’est-a-dire I’élaboration du réper-
toire lymphocytaire T mir) est un
processus ayant pour base molécu-
laire la reconnaissance des peptides
du soi par le récepteur de I'antigéne.
Une série de travaux récents indique
par ailleurs que le répertoire T n’est
pas définitivement établi a 'issue du
processus de développement intra-
thymique. Ainsi, il semble mainte-
nant bien établi qu'une interaction
TCR-CMH réguliére est requise pour
le maintien physique des lympho-
cytes T aff en périphérie. Par
exemple, le transfert adoptif de lym-
phocytes CD8" naifs chez diftérents
types de receveurs a permis de mon-
trer que la persistance de ces cellules
nécessite I’expression de I’élément
CMH de restriction chez le receveur.
De méme, la greffe de thymus feetal
chez des receveurs déficients en
molécules RAG ou doublement défi-
cients en molécules RAG et en molé-
cules de classe II du CMH a révélé
que les lymphocytes T CD4*' naifs
nouvellement produits chez le rece-
veur disparaissent en 1’absence
d’expression membranaire de molé-
cules de classe II du CMH. Un sys-
teme expérimental tres différent a
conduit a la méme conclusion.
L’introduction d’un geéne in situ au
moyen d’un vecteur viral permettant
la restauration transitoire des molé-
cules de classe II du CMH par I’épi-
thélium thymique peut reconstituer
la sélection positive et ’exportation
en périphérie des lymphocytes CD4".
Cependant, a long terme, ces cellules
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disparaissent. L’ensemble de ces
résultats est compatible avec I'idée
selon laquelle le maintien des lym-
phocytes T af périphériques (et par
conséquent, de la diversité du réper-
toire T périphérique) dépend d’un
signal de survie (ou anti-apopto-
tique) délivré lors d’interactions
TCR-CMH de faible affinité surve-
nant par exemple lors des contacts
fréquents et tres étroits que les lym-
phocytes T entretiennent avec les cel-
lules dendritiques au sein des
organes lymphoides secondaires. Ce
modele est remarquablement évoca-
teur du processus de sélection posi-
tive intrathymique et suggére la
notion de «sélection positive péri-
phérique » des lymphocytes T af.
Tenter d’établir un parallele de ce
type conduit tout naturellement a
soulever une autre question; les pep-
tides du soi ont-ils, dans I’interaction
TCR-CMH assurant la survie lympho-
cytaire T périphérique, un role aussi
fondamental que celui qu’ils remplis-
sent dans I’élaboration du répertoire
T au travers du processus de sélec-
tion positive intrathymique? Enfin,
on peut se demander si le fait que le
répertoire T soit forgé par une
reconnaissance du soi peptidique
n’est pas une explication plausible a
Iinfluence que les éléments du CMH
peuvent excercer sur la susceptibilité
aux maladies auto-immunes spéci-
fiques ®
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Summary

The role of self-peptides in intrathymic

T cell positive selection

The generation of mature af T
cells is directly dependent on
molecular interactions between
the TCR and the MHC interaction
during intrathymic development.
Pioneering experiments using
mice bearing spontaneous MHC
class I molecules mutations, which
affect peptide binding but not the
TCR/MHC interaction, have sug-
gested an important role for self-
peptides in the development of
mature CD8" T lymphocytes. This
idea received considerable sup-
port when mice deficient for
MHC class I molecules were used :
fetal thymic organ culture experi-
ments demonstrated that all the
peptides able to restore surface
expression of MHC class I mole-
cules do not necessarily restore
the development of CD8* thymo-
cytes. Additionally, a mixture of

different peptides was found to be
more efficient than individual
peptides in driving positive selec-
tion, suggesting that self com-
plexity controls optimal T cell
positive selection. Recent in vivo
observations obtained with geneti-
cally modified mice indicate that
this notion also applies to the
development of CD4* thymocytes.
For instance, normal expression
of MHC class II molecules, which
display a very restricted set of self-
peptide on thymic epithelium,
leads to a deficient positive selec-
tion of CD4" T cells. Altogether,
these in vitro and in vivo observa-
tions strongly indicate that the
process of positive selection of
immature thymocytes, and there-
fore the shaping of the mature
TCR repertoire, is self-peptide
specific.
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