
	

Lucile DRUJONT 
 

Mémoire présenté en vue de l’obtention du 
grade de Docteur de l'Université de Nantes 
sous le sceau de l’Université Bretagne Loire  
 
École doctorale : Biologie-Santé 
 
Discipline : Aspects moléculaires et cellulaires de la biologie 
Spécialité : Biologie des organismes 
Unité de recherche : ITUN UMR_S1064 
 
Soutenue le : 20/05/2016 
Thèse N° : 
 
 
 
 Étude de nouveaux acteurs de l’immunité de type 17 à 

travers l’exploration du rôle des canaux ioniques 
TMEM176A et B dans les cellules RORγt+ 

JURY 
   
 
 
Rapporteurs :   Eliane PIAGGIO, DR2 Inserm, U932 Institut Curie, UPMC Paris 

 
Susan CHAN, DR1 Inserm, IGBMC d’Illkirch, Université de Strasbourg 

 
 
Examinateurs :  Yves DELNESTE, DR2 Inserm, CRCNA, Université d’Angers 
 
   Rachel GOLUB, professeur Université Paris Diderot, Paris 7, U668 Institut Pasteur 
 
 
Directeur de Thèse :  Maria Cristina CUTURI, DR2 Inserm, U1064, Université de Nantes 
 
 
Co-directeur de Thèse : Cédric LOUVET, U1064, Université de Nantes 
 
 

lefort-d
Texte tapé à la machine
10



	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

«	  	  La	  plus	  belle	  chose	  que	  nous	  puissions	  éprouver,	  c’est	  le	  côté	  mystérieux	  de	  la	  vie.	  

C’est	  le	  sentiment	  profond	  qui	  se	  trouve	  au	  berceau	  de	  l’art	  et	  de	  la	  science	  véritable.	  »	  

Albert	  Einstein	  –	  Comment	  je	  vois	  le	  monde	  –	  1934	  
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À	   la	   fin	   de	   l’année	   2011,	   j’ai	   rejoint	   l’équipe	   1	   du	   centre	   de	   recherche	   Inserm	   1064	   de	  

Nantes,	  au	  sein	  de	  l’ITUN	  (Institut	  Transplantation	  Urologie	  Néphrologie)	  pour	  effectuer	  mon	  

stage	  de	  Master	  2	  sous	  la	  direction	  conjointe	  de	  Maria	  Cristina	  Cuturi	  et	  Cédric	  Louvet.	  Mon	  

projet	  initial,	  qui	  s’est	  prolongé	  lors	  de	  mon	  début	  de	  thèse,	  portait	  sur	  l’étude	  du	  potentiel	  

tolérogène	  de	  cellules	  myéloïdes	  suppressives	  (MDSCs)	  générées	  in	  vitro	  selon	  un	  protocole	  

décrit	   par	   le	   groupe	   de	  Vincenzo	   Bronte	   en	   2010	   (Marigo	   et	   al.,	   2010).	   L’objectif	   de	  mon	  

projet	  consistait	  ainsi	  à	  évaluer	  le	  potentiel	  immunosuppresseur	  in	  vivo	  de	  ces	  MDSCs	  dans	  

deux	  modèles	  pathologiques	  :	  un	  modèle	  de	  rejet	  de	  greffe	  de	  peau	  et	  un	  modèle	  de	  diabète	  

auto-‐immun	   (de	   type	   1)	   chez	   la	   souris.	   L’U1064	   fait	   partie	   des	   grands	   centres	   français	   de	  

recherche	  en	  immunologie	  spécialisés	  en	  transplantation,	  le	  premier	  modèle	  de	  greffe	  était	  

donc	   historiquement	   bien	   établi	   au	   laboratoire.	   Sous	   la	   direction	   de	   Cédric	   Louvet,	   j’ai	  

développé	   le	  modèle	   d’auto-‐immunité	   basé	   sur	   le	   co-‐transfert	   de	   lymphocytes	   T	   CD8+	   et	  

d’anticorps	   spécifiques	   d’un	   néo-‐antigène	   (OVA)	   spécifiquement	   exprimé	   dans	   les	   cellules	  

beta	   du	   pancréas	   endocrine	   de	   souris	   transgéniques	   (RIPmOVA).	   Lors	   de	   mes	   débuts,	   ce	  

projet	  m’a	  beaucoup	  appris	  sur	  la	  gestion	  des	  lignées	  de	  souris	  génétiquement	  modifiées,	  la	  

mise	   au	   point	   de	   modèles	   murins	   pathologiques	   et	   l’utilisation	   des	   ces	   modèles	   pour	  

répondre	  à	  des	  questions	  fonctionnelles	  précises.	  J’ai	  concrétisé	  ce	  travail	  par	  la	  publication	  

d’un	   article	   en	   juin	   2014	   dans	   PLOS	  ONE	  dans	   lequel	   je	   suis	   premier	   nom	   (Drujont	   et	   al.,	  

2014).	   Le	  potentiel	   suppresseur	  de	   ces	  MDSCs	   s’est	   révélé	  prometteur	  dans	   le	  modèle	  de	  

greffe	   de	   peau	  mais,	   finalement,	   sans	   bénéfice	  majeur	   en	   comparaison	   avec	   par	   exemple	  

une	   approche	   par	   transfert	   de	   TREG.	   Il	   serait	   important	   d’optimiser	   le	   pouvoir	   immuno-‐

régulateur	   de	   ces	   cellules	   générées	   in	   vitro,	   et	   potentiellement	   en	   combinaison	   avec	   des	  

transferts	  de	  TREG	  allospécifiques.	  

A	  l’issu	  de	  ce	  travail	  de	  Master	  2/début	  de	  thèse,	  j’ai	  fait	  le	  choix,	  en	  concertation	  avec	  mes	  

directeurs	  de	  thèse,	  de	  ne	  pas	  poursuivre	  le	  projet	  MDSCs	  au	  delà	  des	  résultats	  obtenus.	  J’ai	  

ainsi	   décidé	   de	   rediriger	  mon	   travail	   de	   thèse	   sur	   un	   travail	   plus	   porté	   sur	   l’immunologie	  

fondamentale	   à	   travers	   l’étude	   de	   gènes	   de	   fonction	   encore	   largement	   inconnue	   dans	   le	  

système	   immunitaire	  :	   les	   homologues	   Tmem176a	   et	   Tmem176b.	   Ce	   dernier	   avait	   été	  

initialement	   identifié,	   d’abord	   sous	   le	   nom	   de	   Torid	   (Tolerance-‐related	   and	   induced	  

transcript),	   par	   Cédric	   Louvet	   comme	   préférentiellement	   surexprimé	   dans	   les	   cellules	  

myéloïdes	   présentes	   au	   sein	   d’allogreffes	   en	   survie	   dans	   un	   modèle	   de	   transplantation	  
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cardiaque	  chez	   le	  rat	   (Louvet	  et	  al.,	  2005).	  En	  2014	   lorsque	   je	  me	  suis	   intéressée	  à	   l’étude	  

des	  homologues	  Tmem176a	  et	  b,	  le	  rôle	  de	  ces	  gènes	  était	  perçu	  essentiellement	  à	  travers	  

le	  prisme	  des	  cellules	  myéloïdes	  et	  en	  particulier	  dans	  les	  cellules	  dendritiques	  tolérogènes	  

qui	   représentaient	   l’un	   des	   sujets	   phare	   porté	   par	   le	   groupe	   de	   Maria	   Cristina	   Cuturi	  

(Condamine	   et	   al.,	   2010	  ;	   Louvet	   et	   al.,	   2005	  ;	   Segovia	   et	   al.,	   2014)	   .	   Cependant,	   c’est	   la	  

découverte	   surprenante	   de	   la	   forte	   et	   sélective	   expression	   de	   ces	   deux	   gènes	   dans	   les	  

cellules	   Th17	   qui	   m’a	   décidée	   à	   m’investir	   complètement	   dans	   ce	   tout	   nouveau	   champ	  

d’étude	  	   qui	   consiste	   à	   mettre	   en	   lumière	   de	   nouveaux	   mécanismes	   impliqués	   dans	   la	  

fonction	  des	  cellules	  de	  l’immunité	  de	  type	  17	  incluant	  les	  cellules	  Th17	  mais	  aussi	  d’autres	  

populations	  hématopoïétiques	  également	  contrôlées	  par	  le	  facteur	  de	  transcription	  RORγt.	  

Pour	  la	  rédaction	  de	  ce	  mémoire	  de	  thèse,	  j’ai	  donc	  fait	  le	  choix	  de	  ne	  pas	  développer	  mon	  

travail	   de	   début	   de	   thèse	   sur	   les	  MDSCs	   qui	   se	   trouve	   détaillé	   dans	  mon	   premier	   article	  

publié	  (Drujont	  et	  al.,	  2014)	  (placé	  en	  annexe	  I),	  mais	  de	  me	  concentrer	  uniquement	  sur	  mon	  

projet	  d’étude	  des	  gènes	  Tmem176a	  et	  b	  dans	  les	  cellules	  RORγt.	  

L’introduction	  de	  cette	  thèse	  s’articulera	  autour	  de	  deux	  grandes	  parties	  :	  la	  description	  de	  

la	  famille	  RORγt	  et	  de	  l’immunité	  de	  type	  17	  puis	  la	  présentation	  des	  connaissances	  actuelles	  

sur	  les	  homologues	  Tmem176a	  et	  b.	  Les	  résultats	  relatifs	  à	  l’étude	  du	  rôle	  de	  Tmem176a	  et	  

b	  dans	  la	  famille	  RORγt	  que	  j’ai	  obtenus	  seront	  tout	  d’abord	  décrits	  sous	  la	  forme	  d’un	  article	  

publié	  en	  mars	  2016	  dans	  Scientific	  Reports	  (Drujont	  et	  al.,	  2016)	  ;	  puis	  en	  seconde	  partie	  je	  

présenterai	   des	   résultats	   plus	   récents	   sur	   l’étude	   de	   nouvelles	   souris	   doubles	   déficientes	  

Tmem176ab−/−	  que	  nous	  avons	  générées	  durant	  ma	  thèse.	  
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INTRODUCTION	  

A.	   Les	  cellules	  RORγt+	  et	  l’immunité	  de	  type	  17	  

1. L’immunité	  adaptative	  T	  CD4+	  de	  type	  «	  Helper	  »	  	  

1.1. 	  L’initiation	  de	  la	  réponse	  lymphocytaire	  T	  

L’un	  des	   fondements	  du	  système	   immunitaire	  est	  d’assurer	   la	  défense	  de	   l’individu	  contre	  

les	  agents	  infectieux.	  En	  cas	  de	  rupture	  des	  barrières	  naturelles	  de	  l’organisme	  telles	  que	  la	  

peau	   et	   les	   muqueuses	   la	   première	   ligne	   de	   défense	   immunologique	   et	   assurée	   par	  

l’immunité	  innée.	  Il	  s’agit	  d’un	  système	  ancestral	  retrouvé	  a	  minima	  à	  l’état	  de	  traces	  chez	  

toutes	  les	  espèces	  animales	  et	  végétales.	  Chez	  l’homme	  et	  les	  vertébrés,	  la	  lignée	  myéloïde	  

représente	   une	   part	   majeure	   des	   cellules	   du	   système	   immunitaire	   inné.	   Les	   effecteurs	  

cellulaires	   de	   cette	   immunité	   comme	   les	   macrophages	   et	   les	   neutrophiles	   luttent	  

rapidement	   contre	   les	   infections	   par	   des	   mécanismes	   de	   phagocytose	   et	   de	   production	  

d’enzymes	  fortement	  lytiques.	  La	  réponse	  innée	  est	  complétée	  par	  le	  système	  immunitaire	  

adaptatif	   qui	   assure	   la	   reconnaissance	   spécifique	   des	   antigènes	   et	   l’établissement	   d’une	  

réponse	   cellulaire	   mémoire.	   L’initiation	   de	   l’immunité	   adaptative	   est	   précoce	   mais	   le	  

développement	   de	   cette	   réponse	   se	   poursuit	   plusieurs	   jours	   après	   la	   primo-‐infection.	   Les	  

réponses	   humorales	   et	   cellulaires	   du	   système	   immunitaire	   adaptatif	   résultent	   d’une	  

activation	   spécifique	   des	   cellules	   de	   la	   lignée	   lymphoïde	   par	   des	   antigènes	   puis	   de	   leur	  

différenciation	  effectrice.	  	  

Le	  progéniteur	  lymphoïde	  dérive	  des	  cellules	  souches	  hématopoïétiques	  et	  donne	  naissance	  

dans	  la	  moelle	  osseuse	  à	  divers	  types	  lymphocytaires	  :	   les	  lymphocytes	  B,	  T,	  les	  cellules	  NK	  

«	  natural	   killer	  »,	   les	   cellules	   Tγδ	   et	   les	   cellules	   lymphoïdes	   innées	   ou	   «	  innate	   lymphoid	  

cells	  »	   (ILCs).	  Les	   lymphocytes	  B	  et	  T	  appartiennent	  à	   l’immunité	  adaptative	  contrairement	  

aux	   cellules	   NK	   et	   aux	   ILCs	   qui	   sont	   des	  membres	   de	   l’immunité	   innée.	   Dans	   ce	   premier	  

chapitre,	   les	  mécanismes	  qui	   seront	  décrits	   sont	  majoritairement	   ceux	   intervenant	   lors	  du	  

développement	  de	  la	  réponse	  lymphocytaire	  T	  CD4+.	  	  

Les	   cellules	   T	   immatures	   migrent	   dans	   le	   thymus	   puis	   se	   développent	   en	   deux	   sous-‐

populations	   CD4+	   et	   CD8+	   grâce	   à	   des	   processus	   de	   sélection	   clonale.	   A	   l’issue	   de	   cette	  

sélection,	   les	   lymphocytes	   T	   naïfs	   sont	   libérés	   dans	   la	   circulation	   sanguine.	   C’est	   lors	   de	  

l’étape	  de	  circulation	  continue	  que	  certains	  lymphocytes	  T	  CD4+	  et	  CD8+	  naïfs	  rentreront	  en	  

contact	  avec	  des	  antigènes	  qui	   leurs	   sont	   spécifiques.	   L’activation	  des	  cellules	  T	   s’effectue	  
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dans	  les	  organes	  lymphoïdes	  secondaires	  constitués	  par	  les	  ganglions	  lymphatiques,	  la	  rate	  

et	   les	   tissus	   lymphoïdes	   associés	   aux	   muqueuses	   ou	   MALT	   pour	   «	  Mucosal	   Associated	  

Lymphoid	  Tissue	  ».	  Cette	  activation	  est	  initiée	  par	  la	  rencontre	  des	  lymphocytes	  T	  naïfs	  avec	  

les	  cellules	  présentatrices	  d’antigènes	  (CPA).	  Les	  CPA	  telles	  que	  les	  cellules	  dendritiques	  (DC	  

«	  dendritic	   cells	  »)	   ou	   les	  macrophages	   appartiennent	   au	   système	   immunitaire	   inné.	   Cette	  

interaction	  cellule	  T/CPA	  est	  indispensable	  à	  l’activation	  lymphocytaire	  puisque	  les	  cellules	  T	  

ne	   peuvent	   reconnaître	   l’antigène	   que	   lorsqu’il	   est	   couplé	   à	   des	   molécules	   du	   complexe	  

majeur	  d’histocompatibilité	  (CMH).	  Les	  antigènes	  associés	  aux	  molécules	  de	  CMH-‐I	  et	  II	  sont	  

identifiés	  respectivement	  par	  les	  cellules	  T	  CD8+	  et	  CD4+.	  	  

Les	  DC	  sont	   les	  cellules	   spécialisées	  dans	   la	  présentation	  des	  antigènes	  aux	   lymphocytes	  T	  

naïfs,	  elles	  sont	  dîtes	  «	  professionnelles	  ».	  La	  présentation	  de	  peptides	  antigéniques	  par	  les	  

DC	   résulte	   de	   leur	   rencontre	   avec	   un	  motif	   antigénique,	   par	   exemple	   une	   protéine	   de	   la	  

paroi	  bactérienne	  lors	  d’une	  infection.	  Dans	  ce	  contexte,	  la	  reconnaissance	  a	  lieu	  au	  sein	  du	  

tissu	   infecté	   et	   initie	   la	   phagocytose	   de	   l’antigène	   par	   la	   DC.	   L’antigène	   phagocyté	   est	  

dégradé	  en	  une	  multitude	  de	  peptides	  qui	  sont	  ensuite	  présentés	  associés	  aux	  molécules	  du	  

CMH	   à	   la	   surface	   de	   la	   DC.	   Les	   DC	  matures	  migrent	   ensuite	   vers	   les	   organes	   lymphoïdes	  

secondaires	   pour	   assurer	   l’amorçage	   de	   la	   réponse	   immune	   adaptative	   en	   présentant	   les	  

antigènes	  aux	  lymphocytes.	  

La	   liaison	   transitoire	   d’un	   lymphocyte	   T	   à	   une	   CPA	   via	   des	   glycoprotéines	   d’adhésion	   lui	  

fournit	   le	   temps	  nécessaire	  au	  criblage	  des	  nombreuses	  molécules	  du	  CMH	  présentes	  à	   la	  

surface	  des	  CPA.	   Les	   lymphocytes	  T	   reconnaissent	   les	   complexes	  CMH/peptide	  grâce	  à	  un	  

récepteur	   membranaire	   le	   TCR	   pour	   «	  T-‐cell	   receptor	  ».	   L’interaction	   d’un	   TCR	   avec	   un	  

complexe	   CMH/peptide	   qui	   lui	   est	   spécifique	   provoque	   un	   arrêt	   du	   lymphocyte	   et	   un	  

renforcement	   de	   son	   affinité	   de	   liaison	   à	   la	   CPA.	   Cette	   interaction	   d’un	   TCR	   avec	   un	  

complexe	   CMH/peptide	   spécifique	   déclenche	   une	   cascade	   de	   signaux	   moléculaires	  

regroupés	  sous	  le	  terme	  de	  «	  signal	  1	  »,	  ce	  processus	  amorce	  la	  prolifération	  lymphocytaire	  

T.	  	  

Pour	   initier	   l’expansion	   clonale	   d’une	   cellule	   T	   le	   signal	   1	   doit	   être	   associé	   à	   un	   signal	   de	  

costimulation	   (ou	   signal	   2).	   La	   costimulation	   est	   déclenchée	   lorsque	   certains	   récepteurs	  

situés	   à	   la	   surface	   des	   lymphocytes	   reconnaissent	   des	   immunoglobulines	   de	   surface	  

particulières	  portées	  par	  les	  CPA.	  L’un	  des	  récepteurs	  de	  costimulation	  le	  mieux	  décrit	  est	  le	  
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CD28.	   Il	   est	   exprimé	  par	   les	   lymphocytes	   T	   naïfs	   ou	   stimulés	   et	   se	   lie	   aux	  molécules	   B7-‐1	  

(CD80)	   et	   B7-‐2	   (CD86)	   à	   la	   surface	   des	   CPA	   (Figure	   1).	   Le	   signal	   issu	   de	   cette	   liaison	  

déclenche	   au	   sein	   du	   lymphocyte	   une	   augmentation	   de	   la	   production	   cytokinique	   et	  

notamment	   celle	   d’interleukine	   2	   (IL-‐2).	   Il	   active	   aussi	   la	   synthèse	   de	   la	   chaîne	   α	   du	  

récepteur	   de	   l’IL-‐2	   (CD25)	   qui	   se	   lie	   aux	   sous-‐unités	   γβ	   préexistantes	   du	   CD25	   et	   cette	  

synthèse	   potentialise	   l’affinité	   du	   récepteur	   CD25	   pour	   son	   ligand.	   Puisque	   l’IL-‐2	   est	   un	  

facteur	  de	  survie	  essentiel	  aux	  cellules	  T	  ces	  signaux	  sont	  des	  prérequis	  indispensables	  à	  la	  

différenciation	   lymphocytaire	   (Alegre	   et	   al.,	   2001).	   C’est	   pourquoi	   la	   liaison	   du	   TCR	   à	   un	  

complexe	   CMH/peptide	   en	   l’absence	   de	   signaux	   de	   costimulation	   aboutit	   à	   l’apoptose	   ou	  

l’anergie	  de	  la	  cellule	  T	  (Figure	  1).	  	  

	  

Figure 1 Reconnaissance de l’antigène par les lymphocytes T. 
Le TCR des lymphocytes T reconnait spécifiquement un complexe CMH/peptide. La liaison TCR-CMH/peptide 
envoie un signal d’activation au lymphocyte T. Parallèlement, l’envoi par la CPA d’un signal de costimulation au 
lymphocyte T est essentiel à l’activation lymphocytaire optimale. L’absence d’un signal de costimulation entraine 

l’apoptose ou l’anergie du lymphocyte T (Figure réalisée selon Alegre et al. Nature Review. 2001). 
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1.2. Généralités	  sur	  la	  réponse	  lymphocytaire	  T	  αβ 	  	  

Les	  lymphocytes	  T	  CD8+	  activés	  prolifèrent	  et	  se	  différencient	  en	  effecteurs	  cytotoxiques	  ou	  

CTL	  «	  cytotoxic	   T	   lymphocytes	  »	  qui	   sécrètent	  de	   l’IFNγ,	   de	   la	  perforine	  et	  des	  granzymes.	  

Ces	  molécules	  effectrices	  permettent	  l’élimination	  des	  cellules	  infectées	  par	  des	  pathogènes	  

intracellulaires	  tels	  que	  les	  virus	  ou	  les	  bactéries.	  Suite	  à	  leur	  différenciation	  les	  CTL	  migrent	  

vers	   le	  foyer	   infectieux	  et	  additionnent	   leur	  action	  à	  celle	  des	  effecteurs	   innés.	  La	  majorité	  

des	  CTL	  ne	  survit	  pas	  à	   la	   lyse	  des	  cellules	  ciblées,	  seule	  une	  faible	  proportion	  d’entre	  eux	  

subsiste	  pour	  constituer	  une	  population	  de	  CTL	  mémoires	  (Gray	  et	  al.,	  2014).	  	  

Le	  processus	  est	  plus	  complexe	  pour	   les	   lymphocytes	  T	  CD4+.	  Les	  cellules	  T	  CD4+	  stimulées	  

s’engagent	  vers	  différentes	  voies	  de	  différenciation	  en	   fonction	  du	  contexte	   inflammatoire	  

auquel	   elles	   sont	   exposées.	   L’agent	   pathogène	   responsable	   de	   l’infection	   conditionne	   la	  

production	  cytokinique	  des	  CPA	  et	  donc	  la	  nature	  du	  milieu	  environnant	  lors	  de	  l’activation	  T	  

(Korn	  et	  al.,	  2009).	  Il	  existe	  ainsi	  différentes	  sous-‐populations	  effectrices	  de	  T	  CD4+	  capables	  

de	   contrôler	   une	  multitude	   de	   pathogènes	   en	   fonction	   de	   leur	   phénotype.	   Les	   cellules	   T	  

CD4+	   effectrices	   sont	   désignées	   par	   le	   terme	   TH	   pour	   «	  T	   helper	  ».	   Le	   choix	   de	   cette	  

dénomination	  résulte	  de	  la	  capacité	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+	  effecteurs	  à	  fournir	  des	  signaux	  

auxiliaires	   facilitant	   la	   production	   d’anticorps	   par	   les	   lymphocytes	   B	   (Zuniga	   et	   al.,	   2013).	  

Lorsque	   les	   cellules	   T	   CD4+	   ont	   acquis	   un	   phénotype	   effecteur	   particulier	   leurs	   facultés	  

d’adhésion	  sont	  modifiées,	  elles	  quittent	   les	  organes	   lymphoïdes	  secondaires	  et	  rejoignent	  

le	   foyer	   infectieux.	   Les	   cellules	   T	   CD4+	   y	   jouent	   un	   rôle	   central	   en	   épaulant	   de	   nombreux	  

acteurs	   de	   la	   protection	   immune	  :	   elles	   stimulent	   l’activité	  microbicide	   des	  macrophages,	  

elles	  recrutent	  les	  neutrophiles,	  les	  éosinophiles	  et	  les	  basophiles	  et	  elles	  orchestrent	  divers	  

pans	  de	  la	  réponse	  immune	  adaptative	  grâce	  à	  la	  production	  de	  cytokines	  et	  de	  chimiokines	  

(Zhu	  and	  Paul,	  2008).	  	  À	  l’instar	  des	  CTL	  seule	  une	  petite	  proportion	  des	  lymphocytes	  «	  TH	  »	  

survivent	  à	  la	  phase	  effectrice	  et	  évoluent	  en	  cellules	  T	  CD4+	  mémoires.	  

Il	   est	   important	   de	   noter	   que	   la	   complexité	   des	   lymphocytes	   T	   CD4+	   ne	   se	   limite	   pas	   à	  

l’existence	  de	  divers	  sous-‐groupes	  effecteurs	  «	  TH	  ».	  La	  première	  observation	  d’une	  activité	  

immunorégulatrice	  des	   lymphocytes	  T	  a	  été	  faite	  dans	  les	  années	  70	  par	  deux	  publications	  

novatrices	  :	   l’une	   de	   Richard	   Gershon	   et	   Kazumari	   Kondo	   et	   l’autre	   de	   Peter	   McCullagh	  	  

(Gershon	  and	  Kondo,	  1970)	  ;	  (McCullagh,	  1970).	  Du	  fait	  du	  manque	  d’outils	  expérimentaux	  

adaptés	  et	  de	  l’absence	  d’identification	  de	  marqueur	  caractéristique	  l’étude	  de	  ces	  cellules	  
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dîtes	   régulatrices	   est	   ensuite	   tombée	   en	   disgrâce	   pendant	   de	   nombreuses	   années	   avant,	  

notamment,	   les	   travaux	   de	   Simon	   Sakaguchi	   et	   de	   Alexander	   Rudensky	   identifiant	  

respectivement	  la	  chaîne	  CD25	  du	  recepteur	  à	  l’IL-‐2	  (Sakaguchi	  et	  al.,	  1995)	  et	  le	  facteur	  de	  

transcription	   FOXP3	   (Fontenot	   et	   al.,	   2003)	   comme	  marqueurs	   fonctionnels	   des	   Tregs.	   La	  

présence	  des	  lymphocytes	  régulateurs	  est	  indispensable	  au	  maintien	  de	  la	  tolérance	  au	  soi.	  

Chez	  l’homme,	  la	  mutation	  du	  gène	  FOXP3	  entraîne	  un	  défaut	  de	  formation	  des	  lymphocytes	  

TREG	  CD4+	  qui	  se	  traduit	  par	   le	  développement	  d’un	  syndrome	  auto-‐immun	   létal	  dénommé	  

IPEX	   «	  immune	   dysregulation	   polyendrocrinopathy,	   enteropathy,	   X-‐linked	   syndrome	  »	  

(Bennett	  et	  al.,	  2001).	  

Il	   existe	   encore	  d’autres	   types	  de	   lymphocytes	   régulateurs	   comme	   les	   TREG	   CD8+.	  Dans	   les	  

années	  90,	  deux	  groupes	  ont	  mis	  en	  évidence	  que	  les	   lymphocytes	  T	  CD8+	  pouvaient	  jouer	  

un	   rôle	   dans	   la	   régulation	   d’un	   modèle	   d’auto-‐immunité	   chez	   la	   souris	   avec	   le	  

développement	   d’une	   maladie	   chronique	   chez	   les	   animaux	   déficients	   en	   cellules	   T	   CD8+	  

(Jiang	  et	  al.,	  1992)	  ;	  (Koh	  et	  al.,	  1992).	  Comme	  pour	  les	  TREG	  CD4+	  à	  une	  certaine	  époque,	  l’un	  

des	  freins	  majeur	  qui	  s’oppose	  à	  l’étude	  des	  TREG	  CD8+	  est	  l’absence	  de	  marqueur	  clairement	  

identifié	   ou	   de	   facteur	   de	   transcription	   spécifique.	   Cet	   état	   de	   fait	   n’empêche	   pas	  

l’identification	  de	  populations	  de	  lymphocytes	  T	  CD8+	  montrant	  une	  activité	  régulatrice	  dans	  

divers	   contextes	   comme	   les	   CD8+CD28–	   en	   auto-‐immunité	   (Najafian	   et	   al.,	   2003)	   ou	   les	  

CD8+CD45RClow	  en	  transplantation	  (Guillonneau	  et	  al.,	  2007)	  ;	  (Bezie	  et	  al.,	  2015).	  

1.3. Le	  paradigme	  de	  la	  dichotomie	  TH1	  et	  TH2	  

Les	   lymphocytes	  T	  CD4+	  auxiliaires	   (ou	  T	  «	  helper	  »)	  ont	  été	  décrits	  comme	  une	  population	  

cellulaire	  homogène	  jusqu’à	  la	  fin	  des	  années	  70.	  Cette	  étude	  réalisée	  sur	  des	  lymphocytes	  T	  

spléniques	  de	  souris	  a	  permis	  d’identifier	  deux	  sous-‐groupes	  de	  cellules	  T	  CD4+	  en	  fonction	  

de	   leurs	   capacités	   d’adhérence	   sur	   une	   colonne	   de	   laine	   de	   nylon	   :	   les	   cellules	   non-‐

adhérentes	   ont	   été	   nommées	   TH1	   et	   les	   adhérentes	   TH2	   (Tada	   et	   al.,	   1978).	   Le	   groupe	   à	  

l’origine	   de	   cette	   étude	   a	   établi	   que	   les	   deux	   populations	   lymphocytaires	   TH1	   et	   TH2	  

fournissent	  une	  aide	  à	  la	  production	  d’anticorps	  par	  les	  lymphocytes	  B	  mais	  agissent	  via	  des	  

mécanismes	  différents.	  

Une	  dizaine	  d’années	  plus	  tard	  les	  travaux	  menés	  par	  Tim	  Mosmann	  et	  Bob	  Coffman	  sur	  des	  

clones	   de	   lymphocytes	   T	   CD4+	   autoréactifs	   et	   spécifiques	   d’antigènes	   variés	   ont	   permis	  

d’associer	   l’existence	   des	   sous-‐populations	   TH1	   et	   TH2	   décrites	   par	   le	   groupe	   de	   Takeshi	  
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Tokuhisa	  à	  deux	  profils	  cytokiniques	  différents.	  Les	  TH1	  sécrètent	  majoritairement	  de	  l’IFNγ,	  

de	   la	   lymphotoxine	  α	   (LTα)	   et	   sont	   de	   très	   bonnes	   productrices	   d’IL-‐2	   tandis	   que	   les	   TH2	  

produisent	  de	  l’IL-‐4,	  de	  l’IL-‐5,	  de	  l’IL-‐9,	  de	  l’IL-‐10	  de	  l’IL-‐13	  et	  de	  l’amphireguline	  (Figure	  4	  –	  

p.27).	   L’IFNγ	   produit	   par	   les	   TH1	   stimule	   l’activité	   microbicide	   des	   macrophages	   via	  

l’induction	  de	   la	   synthèse	  de	  dérivés	   réactifs	  de	   l’oxygène	   (ou	  ROS	  pour	  «	  reactive	  oxygen	  

species	  »)	  tels	  que	   la	  NADPH	  oxydase	  et	   l’iNOS	  (Nathan	  et	  al.,	  1983)	  ;	   (Suzuki	  et	  al.,	  1988).	  

L’IFNγ	  agit	  également	  sur	  les	  CPA	  en	  augmentant	  l’expression	  des	  molécules	  du	  CMH-‐I	  et	  du	  

CMH-‐II	  essentielles	  à	  la	  présentation	  des	  antigènes	  ;	  c’est	  d’ailleurs	  l’un	  des	  premiers	  effets	  

biologiques	   qui	   a	   été	   associé	   à	   la	   famille	   des	   interférons	   (Boehm	   et	   al.,	   1997).	   En	   ce	   qui	  

concerne	   les	   cytokines	   TH2,	   l’IL-‐4	   possède	   la	   particularité	   de	   stimuler	   elle-‐même	   la	  

différenciation	  TH2	  (Le	  Gros	  et	  al.,	  1990)	  ;	  (Swain	  et	  al.,	  1990),	  l’IL-‐5	  joue	  un	  rôle	  critique	  dans	  

le	  recrutement	  des	  éosinophiles	  (Coffman	  et	  al.,	  1989),	  l’IL-‐9	  et	  l’IL-‐13	  interviennent	  dans	  la	  

production	  de	  mucus	  par	   les	  cellules	  épithéliales	  et	   l’élimination	  des	  helminthes	  (Longphre	  

et	  al.,	  1999)	  ;	  (Urban	  et	  al.,	  1998).	  	  

La	   sécrétion	   de	   cytokines	   est	   la	   principale	   fonction	   des	   cellules	   TH1	   et	   TH2.	   Comme	   nous	  

venons	  de	   le	   voir	   c’est	  par	   ce	  biais	  qu’elles	  orchestrent	   la	   réponse	   immune	  adaptative	  en	  

activant	  ou	   recrutant	  diverses	   cibles.	   Le	  développement	  de	  ces	  deux	   lignées	  est	   considéré	  

comme	  mutuellement	   exclusif	   (Figure	   4	   –	   p.27)	   puisque	   les	   cytokines	   TH1	   et	   TH2	   inhibent	  

respectivement	   la	   prolifération	   des	   clones	   TH2	   et	   TH1	   (Mosmann	   et	   al.,	   1986).	   Il	   a	   par	  

exemple	   été	   démontré	   que	   l’IL-‐10	   produite	   par	   les	   TH2	   inhibe	   la	   prolifération	   des	  

lymphocytes	  TH1	  (Fiorentino	  et	  al.,	  1989).	  	  

Lors	   de	   l’engagement	   du	   TCR,	   l’orientation	   vers	   les	   voies	   de	   différenciation	   TH1	   et	   TH2	  

requiert	  l’expression	  de	  facteurs	  de	  transcription	  clés	  grâce	  à	  l’activation	  des	  protéines	  de	  la	  

voie	   JAK-‐STAT	  ;	   il	   s’agit	   de	   STAT-‐1	   et	   STAT-‐4	   pour	   les	   TH1	   et	   de	   STAT-‐6	   pour	   les	   TH2.	   Les	  

facteurs	   de	   transcription	   T-‐bet	   et	   GATA-‐3	   caractérisent	   respectivement	   les	   TH1	   et	   les	   TH2	  

(Figure	  4	  –	  p.27)	  (Szabo	  et	  al.,	  2000)	  ;	  (Zheng	  and	  Flavell,	  1997).	  Ces	  facteurs	  de	  transcription	  

sont	  qualifiés	  de	  régulateurs	  «	  maîtres	  »	  puisqu’ils	  sont	  nécessaires	  et	  suffisants	  pour	  induire	  

l’essentiel	  de	  la	  signature	  cytokinique	  de	  la	  lignée	  de	  cellules	  T	  CD4+	  effectrices	  qui	  leurs	  est	  

associée.	   À	   la	   suite	   de	   ces	   diverses	   découvertes	   et	   pendant	   de	   nombreuses	   années,	   la	  

compréhension	   des	  mécanismes	   effecteurs	   de	   la	   réponse	   T	   a	   été	   régie	   par	   le	   paradigme	  

d’une	  dichotomie	  entre	  les	  lymphocytes	  CD4+	  TH1	  et	  TH2.	  	  
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D’après	  ce	  postulat	  et	  de	  façon	  schématique,	  une	  infection	  par	  un	  pathogène	  intracellulaire	  

tel	  qu’un	  virus	  ou	  une	  bactérie	  engendre	   la	   sécrétion	  d’IL-‐12	  par	   les	  CPA	  ce	  qui	  provoque	  

une	   orientation	   lymphocytaire	   de	   type	   TH1	   tandis	   qu’une	   infection	   par	   un	   pathogène	  

extracellulaire	  comme	  un	  helminthe	  (ver	  parasitaire)	  stimule	  la	  production	  d’IL-‐4	  par	  les	  CPA	  

aboutissant	   à	   une	   différenciation	   TH2	   (Mosmann	   and	   Coffman,	   1989)	  ;	   (Paul	   and	   Seder,	  

1994).	   La	   première	   démonstration	   directe	   de	   l’importance	   de	   la	   balance	   TH1/	   TH2	   pour	   la	  

régulation	  de	  l’issue	  d’une	  maladie	  provient	  d’études	  in	  vivo	  du	  modèle	  murin	  d’infection	  à	  

Leishmania	  major	   (Heinzel	   et	   al.,	   1989).	   Les	   auteurs	   de	   cette	   étude	   ont	   démontré	   que	   la	  

prédisposition	  génétique	  de	  certaines	  souches	  de	  souris	  à	  développer	  une	  sensibilité	  ou	  une	  

résistance	  au	  parasite	  L.	  major	  corrélait	   respectivement	  avec	   la	  dominance	  d’une	   réponse	  

immune	  de	  type	  TH2	  ou	  TH1.	  	  

Le	   postulat	   d’une	   dichotomie	   TH1/TH2	   a	   permis	   d’expliquer	   de	   nombreux	   phénomènes	   de	  

l’immunité	   adaptative	   et	   la	   dérégulation	   des	   réponses	   «	  TH»	   a	   été	   associée	   à	   diverses	  

pathologies.	  Historiquement,	  les	  désordres	  auto-‐immuns	  et	  inflammatoires	  ont	  été	  liés	  aux	  

cellules	   TH1	   et	   les	   maladies	   atopiques	   du	   type	   allergies	   et	   asthme	   aux	   cellules	   TH2.	  

L’importance	   de	   l’immunité	   TH1	   a	   été	   particulièrement	   étudiée	   chez	   la	   souris	   dans	   des	  

modèles	  d’auto-‐immunités	  spécifiques	  d’organes	  comme	  l’EAE	  «	  experimental	  autoimmune	  

encephalomyelitis	  »	   et	   la	   CIA	   «	  collagen-‐induced	   arthritis	  »,	   associés	   respectivement	   à	   la	  

sclérose	   en	   plaques	   et	   aux	   arthrites	   rhumatoïdes	   humaines.	   Pendant	   une	   vingtaine	  

d’années,	  divers	  constats	  expérimentaux	  ont	  conduit	  à	  l’idée	  que	  les	  TH1	  producteurs	  d’IFNγ	  

et	   ayant	   une	   spécificité	   pour	   des	   antigènes	   du	   soi	   étaient	   pathogéniques	   et	   requis	   pour	  

l’induction	   de	   ces	   maladies	   auto-‐immunes	   (Korn	   et	   al.,	   2009).	   Deux	   exemples	  

caractéristiques	   à	   l’appui	   de	   cette	   hypothèse	   sont	   le	   fait	   que	   des	   clones	   TH1	   autoréactifs	  

dérivés	  in	  vitro	  peuvent	  transférer	  l’EAE	  chez	  des	  souris	  naïves	  (Nicholson	  et	  al.,	  1997)	  et	  que	  

les	   souris	   KO	   pour	   T-‐bet	   sont	   résistantes	   à	   l’EAE.	   De	   plus	   l’inhibition	   de	   l’IL-‐12	   par	   un	  

anticorps	  polyclonal	  dirigé	  contre	  l’IL-‐12	  est	  une	  thérapie	  efficace	  dans	  le	  cadre	  de	  l’EAE	  et	  

de	  la	  CIA	  (Leonard	  et	  al.,	  1995)	  ;	  (Malfait	  et	  al.,	  1998).	  

Cependant	  ce	  concept	  d’auto-‐immunité	  induite	  uniquement	  par	  les	  TH1	  a	  été	  complètement	  

remis	  en	  question	  au	  début	  des	  années	  2000.	  En	  effet,	   il	   s’est	  avéré	  chez	   la	  souris	  que	   les	  

déficiences	   en	   molécules	   impliquées	   dans	   la	   fonction	   TH1	   comme	   l’IFNγ,	   le	   récepteur	   de	  

l’IFNγ	  ou	  la	  sous-‐unité	  p35	  de	  l’IL-‐12	  (IL-‐12p35)	  n’étaient	  pas	  protectrices	  contre	  l’EAE	  mais	  
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au	  contraire	  exacerbaient	   la	  sévérité	  de	   la	  maladie	   (Tran	  et	  al.,	  2000)	  ;	   (Gran	  et	  al.,	  2002).	  

Ces	  résultats	  ont	  soulevé	  la	  question	  d’une	  nouvelle	  population	  de	  cellules	  «	  TH	  »	  différente	  

des	  TH1	  ou	  TH2	  et	  participant	  à	  l’induction	  de	  l’EAE	  et	  d’autres	  pathologies	  auto-‐immunes.	  	  

En	   2000,	   l’identification	   d’une	   nouvelle	   chaîne	   cytokinique	   p19	   a	   apporté	   une	   première	  

réponse	  à	  cette	  problématique	  (Figure	  2).	  En	  effet,	  la	  chaîne	  p19	  est	  capable	  de	  former	  avec	  

la	  sous-‐unité	  p40	  de	  l’IL-‐12	  une	  autre	  cytokine	  hétérodimérique	  nommée	  IL-‐23	  (Oppmann	  et	  

al.,	  2000).	  En	  conséquence,	  toutes	  les	  stratégies	  précédentes	  qui	  visaient	  la	  sous-‐unité	  p40	  

de	  l’IL-‐12	  affectaient	  de	  manière	  équivalente	  l’IL-‐12	  et	  l’IL-‐23	  (Figure	  2).	  La	  génération	  d’une	  

souris	   déficiente	   pour	   la	   chaîne	   p19	   de	   l’IL-‐23	   (IL-‐23p19	   KO)	   a	   permis	   de	   prouver	   que	   la	  

cytokine	  déterminante	  pour	   induire	   l’EAE	  était	   l’IL-‐23	  et	  non	  pas	   l’IL-‐12	   (Cua	  et	  al.,	   2003).	  

Deux	   ans	   plus	   tard,	   il	   a	   été	   démontré	   que	   l’IL-‐23	   était	   cruciale	   pour	   l’expansion	   d’une	  

population	  de	  cellules	  T	  CD4+	  productrices	  d’IL-‐17	  capables	  d’induire	   l’EAE	  chez	  des	   souris	  

naïves	  suite	  à	  leur	  transfert	  adoptif	  (Langrish	  et	  al.,	  2005).	  

Le	  «	  simple	  »	  duo	  TH1/TH2	  a	  donc	  été	  définitivement	  rompu	  suite	  à	  la	  mise	  en	  évidence	  grâce	  

aux	  modèles	  de	  pathologies	  inflammatoires	  évoqués	  ci-‐dessus	  d’une	  nouvelle	  population	  de	  

lymphocytes	  T	  CD4+	  effecteurs	  stabilisés	  par	  l’IL-‐23	  et	  produisant	  de	  l’IL-‐17	  (Harrington	  et	  al.,	  

2005)	  ;	   (Park	   et	   al.,	   2005).	   Ces	   effecteurs	   «	  TH	  »	   présentent	   un	   profil	   cytokinique	   et	  

fonctionnel	   alternatif	   à	   celui	   des	   TH1	   et	   TH2	   et	   appartiennent	   à	   un	   lignage	   lymphocytaire	  

caractérisé	   par	   l’expression	   spécifique	   du	   facteur	   de	   transcription	   RORγt	   (Ivanov	   et	   al.,	  

2006).	   Depuis	   une	   dizaine	   d’années,	   les	   cellules	   T	   CD4+	   engagées	   dans	   cette	   voie	   de	  

différenciation	  effectrice	  sont	  désignées	  par	  le	  terme	  de	  lymphocytes	  TH17	  (Figure	  4	  –	  p.27).	  	  
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Figure 2 Structures des deux cytokines hétérodimériques IL-12 et IL-23 et de leurs récepteurs. 
L’IL-12 et l’IL-23 partagent une sous-unité p40 commune mais interviennent dans deux types de différenciations 

effectrices distinctes qui sont respectivement les voies TH1 et TH17 (Figure réalisée selon Teng et al. Nature 
Medicine. 2015). 

 

2. Les	  lymphocytes	  TH17	  ou	  l’origine	  de	  l’immunité	  de	  type	  17	  

2.1. L’interleukine-‐17	  

L’identification	   de	   l’interleukine-‐17	   (IL-‐17)	   et	   l’étude	   de	   sa	   famille	   cytokinique	   sont	   des	  

éléments	  clés	  pour	  comprendre	  la	  découverte	  et	  la	  biologie	  de	  la	  lignée	  TH17.	  Le	  terme	  d’IL-‐

17	  est	  communément	  associé	  à	   l’IL-‐17A,	   l’un	  des	  membres	  de	   la	   famille	  cytokinique	   IL-‐17.	  

L’IL-‐17A	   est	   la	   première	   cytokine	   de	   cette	   famille	   à	   avoir	   été	   clonée	   et	   a	   initialement	   été	  

nommée	  CTLA-‐8	  pour	  «	  cytotoxic	  T	  lymphocyte-‐associated	  antigen-‐8	  »	  (Rouvier	  et	  al.,	  1993).	  

Les	  auteurs	  de	  cette	  étude	  ont	  identifié	  57%	  de	  similarité	  entre	  CTLA-‐8	  et	  la	  protéine	  ORF13	  

de	   l’Herpesvirus	  saimiri	   (ou	  HSV13)	  qui	  est	  un	  virus	   lymphotropique	  pour	   les	  cellules	  T.	  Ce	  

groupe	  a	  émis	  l’hypothèse	  que	  CTLA-‐8	  appartiendrait	  à	  un	  ensemble	  de	  gènes	  anciennement	  

capturés	   par	   des	   virus	   et	   ayant	   des	   fonctions	   en	   relation	   avec	   le	   système	   immunitaire,	   la	  

mort	  ou	  la	  survie	  cellulaire	  (Rouvier	  et	  al.,	  1993).	  Dans	  la	  continuité	  de	  ces	  travaux,	  le	  groupe	  

de	  Melanie	   Spriggs	  a	  démontré	  que	   les	  protéines	  CTLA-‐8	  et	  HSV13	   recombinantes	  étaient	  

capables	  de	  stimuler	   la	  voie	  NF-‐κB	  et	   la	  sécrétion	  d’IL-‐6	  par	  des	   fibroblastes.	  Ces	   résultats	  

s’accordent	  avec	  une	  activité	  cytokinique.	  Ils	  ont	  aussi	   isolé	  et	  cloné	  un	  nouveau	  récepteur	  
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qui	  peut	  lier	  à	  la	  fois	  CTLA-‐8	  et	  HSV13.	  En	  conclusion	  de	  cette	  étude,	  les	  auteurs	  ont	  proposé	  

de	   renommer	   respectivement	   CTLA-‐8	   et	   son	   récepteur	  :	   IL-‐17	   et	   IL-‐17R	   (Yao	   et	   al.,	   1995).	  

C’est	  cette	  dernière	  appellation	  qui	  a	  ensuite	  été	  adoptée	  par	  la	  communauté	  scientifique.	  	  

Les	  premières	  cellules	  qui	  ont	  été	  décrites	  comme	  productrices	  d’IL-‐17A	  chez	  l’homme	  sont	  

les	   lymphocytes	   T	   CD4+	   mémoires	   activés	   (Yao	   et	   al.,	   1995).	   Comme	   nous	   l’avons	   vu	  

précédemment	   l’IL-‐23	   est	   décisive	   pour	   l’induction	   de	   l’EAE	   car	   elle	   essentielle	   à	   la	  

fonctionnalité	   des	   cellules	   T	   CD4+	   productrices	   d’IL-‐17	   (Cua	   et	   al.,	   2003)	   ;	   (Langrish	   et	   al.,	  

2005).	  En	  conséquence,	  l’hypothèse	  adoptée	  à	  cette	  époque	  était	  que	  l’IL-‐23	  est	  la	  cytokine	  

capable	  de	  différencier	  des	  lymphocytes	  CD4+	  naïfs	  en	  effecteurs	  «	  TH	  »	  producteurs	  d’IL-‐17.	  

Des	  expériences	  de	  stimulations	  in	  vitro	  de	  cellules	  T	  CD4+	  naïves	  ont	  appuyé	  ce	  postulat	  en	  

démontrant	  que	  la	  production	  lymphocytaire	  d’IL-‐17A	  était	  induite	  par	  l’IL-‐23	  lorsque	  cette	  

cytokine	  est	  associée	  à	  des	  anticorps	  inhibiteurs	  de	  l’IFNγ	  et	  de	  l’IL-‐4	  (Park	  et	  al.,	  2005).	   Ils	  

ont	  aussi	  déterminé	  que	  la	  production	  d’IL-‐17A	  est	  indépendante	  des	  voies	  STAT-‐4	  et	  STAT-‐

6,	  essentielles	  aux	  TH1	  et	  TH2.	  Ces	  résultats	  ont	  permis	  à	  ce	  groupe	  d’établir	  que	  les	  cellules	  T	  

CD4+	  effectrices	  produisant	  de	   l’IL-‐17A	  appartenaient	  à	  une	  nouvelle	   lignée	  «	  TH	  »	  distincte	  

des	  TH1	  et	  des	  TH2.	  	  

D’autres	  protéines	  homologues	  à	  l’IL-‐17A	  ont	  été	  identifiées	  et	  ont	  conduit	  à	  la	  formation	  de	  

la	   famille	   IL-‐17	  comprenant	  désormais	   six	  membres	  allant	  de	  A	  à	  F.	   Les	   interleukines	  17B,	  

17C	   et	   17D	   ont	   des	   expressions	   tissulaires	   variées	   et	   ne	   semblent	   pas	   intervenir	   dans	  

l’immunité	  (Li	  et	  al.,	  2000)	  ;	   (Starnes	  et	  al.,	  2002).	  L’IL-‐17E	  (ou	   IL-‐25)	  est	   le	  membre	   le	  plus	  

divergent	  de	  l’IL-‐17A	  (Kolls	  and	  Linden,	  2004),	  elle	  est	  surtout	  exprimée	  par	  les	  cellules	  TH2	  

ainsi	   que	   par	   les	   cellules	   épithéliales	   de	   l’intestin.	   L’IL-‐25	   est	   promotrice	   de	   la	   production	  

d’IL-‐4,	  d’IL-‐5	  et	  d’IL-‐13	  qui	  sont	  associées	  au	  profil	  cytokinique	  des	  TH2	  (Fort	  et	  al.,	  2001).	  

Finalement,	  c’est	  l’IL-‐17F	  qui	  possède	  la	  plus	  grande	  proximité	  avec	  l’IL-‐17A	  tant	  du	  point	  de	  

vue	  de	  sa	  structure	  (Hymowitz	  et	  al.,	  2001)	  et	  de	  sa	  séquence	  (55%	  d’identité	  entre	  les	  deux	  

protéines)	  que	  de	  son	  expression.	  En	  effet,	  comme	  pour	   l’IL-‐17A,	   l’expression	  de	   l’IL-‐17F	  a	  

initialement	  été	  décrite	  dans	  les	  cellules	  T	  CD4+	  activées	  (Starnes	  et	  al.,	  2001).	  Par	  la	  suite,	  le	  

groupe	  de	  Casey	  Weaver	  a	  démontré	  que	  la	  production	  d’IL-‐17A	  et	  F	  par	  les	  cellules	  T	  CD4+	  

est	   favorisée	   par	   l’IL-‐23	   et	   inhibée	   par	   l’IFNγ	   et	   l’IL-‐4.	   De	   plus,	   la	   production	   de	   ces	   deux	  

cytokines	   ne	   requière	   ni	   l’expression	   de	   STAT-‐1,	   STAT-‐4	   et	   T-‐bet,	   ni	   celle	   de	   STAT-‐6	  

(Harrington	  et	  al.,	  2005).	  Ces	  résultats	  sont	  analogues	  à	  ceux	  obtenus	  lors	  de	  l’étude	  ciblant	  
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uniquement	   l’IL-‐17A	   et	   décrits	   précédemment	   (Park	   et	   al.,	   2005).	   Pour	   les	   distinguer	   des	  

lignées	  TH1	  et	  TH2,	   le	  groupe	  de	  Casey	  Weaver	  est	   le	  premier	  à	  avoir	  proposé	  de	  nommer	  

«	  TH17	  »	   les	   lymphocytes	   T	   CD4+	   effecteurs	   producteurs	   notamment	   d’IL-‐17A	   et	   d’IL-‐17F.	  

Cependant,	  il	  a	  fallu	  attendre	  que	  RORγt	  soit	  identifié	  par	  le	  groupe	  de	  Dan	  Littman	  comme	  

étant	   le	   facteur	   de	   transcription	   nécessaire	   et	   suffisant	   à	   la	   différenciation	   de	   ces	  

lymphocytes	   pour	   valider	   leur	   appartenance	   à	   une	   lignée	   lymphocytaire	   à	   part	   entière	  

(Ivanov	  et	  al.,	  2006).	  	  

Malgré	   leur	   importance,	   il	   est	   nécessaire	   de	   nuancer	   les	   résultats	   décrits	   précédemment	  

(Park	  et	  al.,	  2005)	  ;	  (Harrington	  et	  al.,	  2005)	  pour	  les	  relier	  aux	  découvertes	  plus	  récentes	  sur	  

le	   rôle	   de	   l’IL-‐23	   dans	   la	   biologie	   des	   TH17.	   Par	   exemple,	   pour	   déclencher	   la	   sécrétion	  

lymphocytaire	   d’IL-‐17A	   et	   F,	   ces	   deux	   groupes	   ont	   combiné	   dans	   chacune	   de	   leurs	  

expériences	   de	   stimulation	   in	   vitro	   la	   présence	   d’IL-‐23	   à	   l’inhibition	   de	   signaux	  

indispensables	   aux	   voies	   de	   différenciation	   TH1	   et/ou	   TH2.	   En	   effet,	   dans	   les	   conditions	  

expérimentales	   de	   ces	   deux	   études,	   l’IL-‐23	   seule	   est	   incapable	   d’induire	   chez	   les	  

lymphocytes	  T	  CD4+	  une	  production	  efficace	  d’IL-‐17A	  et	  d’IL-‐17F.	  

2.2. Le	  facteur	  de	  transcription	  RORγt	  

Le	  facteur	  de	  transcription	  RORγt	  pour	  «	  retinoic	  acid	  receptor	  related	  orphan	  receptor	  γt	  »	  

appartient	   à	   la	   superfamille	   des	   récepteurs	   nucléaires	   d’hormones	   (ou	   NHR	   «	  nuclear	  

hormone	  receptor	  »)	  constituée	  d’une	  soixantaine	  de	  membres	  et	  qui	  inclut	  notamment	  les	  

récepteurs	  aux	  stéroïdes,	  aux	  rétinoïdes,	  aux	  hormones	  thyroïdiennes	  et	  à	  la	  vitamine	  D.	  Ces	  

récepteurs	  contrôlent	  une	  multitude	  de	  fonctions	  biologiques	  telles	  que	  le	  développement,	  

la	   reproduction,	   la	   physiologie	   des	   organes	   et	   l’homéostasie	   via	   la	   régulation	   de	   la	  

croissance,	  de	  la	  différenciation	  et	  de	  l’apoptose	  cellulaire	  (Mangelsdorf	  and	  Evans,	  1995)	  ;	  

(Laudet	   and	   Adelmant,	   1995).	   La	   majorité	   de	   ces	   récepteurs	   partagent	   une	   structure	  

commune	  constituée	  de	  quatre	  principaux	  domaines	   :	  un	  domaine	  amino-‐terminal	   codant	  

pour	   une	   activité	   transactivatrice,	   un	   DBD	   «	  central	   DNA-‐binding	   domain	  »,	   un	   LBD	  

«	  carboxyl-‐terminal	   ligand-‐binding	  domain	  »	  et	  un	  domaine	  charnière	  situé	  entre	  le	  DBD	  et	  

le	   LBD	   qui	   est	   faiblement	   conservé	   et	   porte	   généralement	   des	   signaux	   de	   localisation	  

nucléaire.	  Le	  DBD	  est	   le	  domaine	   le	  mieux	  conservé	  et	  participe	  aux	   interactions	  protéine-‐

ADN	   ou	   protéine-‐protéine.	   Le	   LBD	   qui	   est	   modérément	   conservé	   permet	   la	   liaison	   des	  

ligands	  et	  est	   impliqué	  dans	   la	  dimérisation	  des	   récepteurs	  et	   l’activation	  ou	   la	   répression	  
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transcriptionnelle	   des	   multiples	   cibles	   des	   NHR.	   Certains	   des	   récepteurs	   de	   cette	  

superfamille	  ont	  des	  ligands	  naturels	  connus	  pour	  d’autres	  aucun	  ligand	  n’a	  été	  identifié,	  ils	  

sont	  donc	  dits	  orphelins	  (Laudet,	  1997).	  	  

De	  manière	  plus	  précise	  RORγt	  appartient	  à	   la	   sous-‐famille	  ROR/RZR	  qui	  est	  constituée	  de	  

trois	   sous-‐groupes	  :	   RORα	   (α1,	   α2	   et	   α3),	   RZRβ	   et	   les	   deux	   isoformes	   RORγ	   et	   RORγt	  

(Giguere	  et	  al.,	  1994)	  ;	  (Carlberg	  et	  al.,	  1994).	  L’isoforme	  RORγ	  a	   initialement	  été	  identifiée	  

comme	  fortement	  exprimée	  dans	  les	  muscles	  squelettiques	  (Hirose	  et	  al.,	  1994).	  Quatre	  ans	  

plus	  tard,	   l’isoforme	  RORγt	  a	  été	  mise	  en	  évidence	  dans	  certains	  thymocytes	  par	   le	  groupe	  

de	  Michael	   Bevan	   (He	   et	   al.,	   1998).	   Les	   isoformes	   protéiques	   RORγ	   et	   RORγt	   résultent	   de	  

l’épissage	  d’un	  exon	  alternatif	  (exon	  1γt)	  en	  position	  5’	  entre	  les	  exons	  2γ	  et	  3γ	  du	  locus	  Rorc	  

qui	  est	  lui	  même	  situé	  sur	  le	  chromosome	  3	  chez	  la	  souris	  (Figure	  3).	  

	  

Figure 3 Représentation du locus Rorc porté par le chromosome 3 chez la souris. 
Seuls les quatre premiers exons du locus Rorc sont représentés. Un épissage alternatif des premiers exons 

produit deux isoformes possibles, RORγ (exons 1γ et 2γ) et RORγt (exon 1γt). Les exons 3γ et 4γ codent pour le 
DBD « DNA-Binding Domain » de RORγ/RORγt (Figure extraite de Eberl et al. Nature Immunology. 2004). 

 

Lors	   de	   leur	   identification,	   RORγ	   et	   RORγt	   ont	   été	   classés	   dans	   la	   catégorie	   des	   NHR	  

orphelins	  mais	  récemment	  des	   ligands	  naturels	  de	  ces	  deux	   isoformes	  ont	  été	   identifiés.	   Il	  

est	   important	   de	   noter	   que	   les	   LBD	   de	   RORγ	   et	   RORγt	   sont	   très	   similaires	   puisque	   la	  

différence	  de	  séquence	  induite	  par	  l’épissage	  alternatif	  se	  trouve	  en	  région	  amino-‐terminale.	  

Pour	  cette	  raison,	  il	  est	  complexe	  d’identifier	  ou	  de	  synthétiser	  des	  ligands	  dont	  la	  spécificité	  

est	  restreinte	  à	  l’une	  des	  deux	  isoformes	  protéiques.	  Parmi	  les	  ligands	  naturels	  on	  distingue	  

des	  agonistes	  comme	  le	  desmostérol,	  un	  précurseur	  du	  cholestérol	  et	  certains	  oxystérols	  qui	  

sont	  des	  dérivés	  oxygénés,	  ou	  des	  sous-‐produits	  de	  la	  synthèse	  du	  cholestérol,	  par	  exemple	  

le	  7β,	  27-‐dihydroxycholesterol	  (Hu	  et	  al.,	  2015)	  ;	  (Soroosh	  et	  al.,	  2014).	  Ces	  ligands	  peuvent	  

aussi	  être	  des	  agonistes	  inverses	  tels	  que	  d’autres	  oxystérols,	  l’acide	  ursolique	  ou	  la	  digoxine	  

(Jin	  et	  al.,	  2010)	  (Wang	  et	  al.,	  2010)	  ;	  (Xu	  et	  al.,	  2011)	  ;	  (Huh	  et	  al.,	  2011).	  

L’expression	  de	  RORγ	  s’étend	  à	  divers	  tissus	  :	  le	  cerveau,	  le	  cœur,	  le	  thymus,	  les	  muscles,	  les	  

reins	  et	  le	  foie	  avec	  une	  prédominance	  dans	  ces	  trois	  derniers	  organes.	  Au	  contraire,	  RORγt	  a	  
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initialement	  été	  détecté	  spécifiquement	  dans	  le	  thymus	  avec	  une	  très	  forte	  expression	  dans	  

les	   thymocytes	   immatures	   doubles	   positifs	   (DP)	   CD4+CD8+	   et	   une	   absence	   totale	   de	  

détection	  dans	  les	  thymocytes	  simples	  positifs	  CD4+	  ou	  CD8+.	  Cette	  expression	  thymique	  est	  

à	   l’origine	  de	   l’ajout	  de	   la	   lettre	  «	  t	  »	  pour	  distinguer	   l’isoforme	  RORγt	  de	  RORγ	   (He	  et	  al.,	  

1998).	   Les	   auteurs	   de	   cette	   étude	   ont	   pu	   déterminer	   que	   RORγt	   appartient	   aux	   facteurs	  

protégeant	  des	  hybridomes	  de	  cellules	  T	  d’une	  apoptose	   induite	  par	   la	  stimulation	  du	  TCR	  

(ou	  AICD	  «	  activated	  induced	  cell	  death)	  via	  l’inhibition	  du	  ligand	  de	  Fas	  (FasL)	  et	  de	  l’IL-‐2.	  Le	  

groupe	   de	   Michael	   Bevan	   a	   donc	   établi	   le	   profil	   d’expression	   de	   RORγt	   et	   proposé	   une	  

hypothèse	  fonctionnelle	  pour	  cette	  isoforme.	  Cependant	  les	  expériences	  in	  vitro	  basées	  sur	  

l’étude	   d’hybridomes	   T	   n’apportent	   pas	   de	   réponse	   claire	   quand	   à	   la	   fonction	   jouée	   par	  

RORγt	   dans	   les	   thymocytes	   immatures	  DP	   (He	   et	   al.,	   1998).	   En	   2000,	   la	   génération	   par	   le	  

groupe	  de	  Dan	  Littman	  d’une	  souris	  Rorc–/–	  qui	  est	  déficiente	  pour	  les	  deux	  isoformes	  RORγ	  

et	  RORγt	  a	  permis	  de	  confirmer	  l’importance	  de	  ces	  protéines	  pour	  la	  survie	  des	  thymocytes	  

DP	  CD4+CD8+	  (Sun	  et	  al.,	  2000)	  ;	  (Guo	  et	  al.,	  2002).	  Cependant	  ces	  résultats	  sont	  insuffisants	  

pour	   conclure	   si	   cette	   fonction	   est	   assurée	   par	   RORγt	   puisque	   dans	   ces	   animaux	  

transgéniques	  les	  deux	  isoformes	  sont	  affectées.	  

Cinq	  ans	  après	  l’identification	  de	  RORγt	  et	  de	  sa	  spécificité	  thymique	  chez	  les	  souris	  adultes,	  

le	   groupe	   de	   Dan	   Littman	   a	   établi	   que	   l’expression	   de	   ce	   facteur	   de	   transcription	   était	  

primordiale	   en	   périphérie	   dans	   les	   cellules	   LTi	   «	  lymphoid	   tissue-‐inducer	  »	   (Eberl	   et	   al.,	  

2004).	  Chez	  la	  souris	  pendant	  la	  vie	  fœtale,	  RORγt	  est	  exclusivement	  exprimé	  par	  les	  cellules	  

LTi	  CD3–CD4+CD45+IL-‐7Rα+	  qui	  sont	  indispensables	  au	  développement	  des	  tissus	  lymphoïdes	  

secondaires	  du	   fœtus.	   Cette	  observation	   résulte	  de	   la	   génération	  d’une	   souris	   «	  knockin	  »	  

dans	   laquelle	   l’expression	  de	  RORγt	   a	   été	   substituée	   à	   celle	   de	   la	   protéine	  GFP	  en	   ciblant	  

spécifiquement	   l’exon	  1γt	  du	   locus	  Rorc	  :	   les	  souris	  Rorc(γt)–/–	  sont	  donc	  Rorc(γt)GFP/GFP.	  Les	  

cellules	   LTi	   expriment	   la	   lymphotoxine-‐α1β2	   (LTα1β2)	   tandis	   que	   les	   cellules	  

mésenchymateuses	   des	   ganglions	   portent	   le	   récepteur	   LTβR	   reconnaissant	   la	   LTα1β2.	  

L’interaction	  entre	   ces	  deux	  molécules	   induit	   l’activation	  de	   la	   croissance	  du	  mésenchyme	  

qui	  fournit	   la	  plateforme	  nécessaire	  au	  développement	  des	  tissus	   lymphoïdes	  matures.	  Les	  

travaux	  effectués	  par	  le	  groupe	  de	  Dan	  Littman	  ont	  montré	  que	  les	  souris	  Rorc(γt)–/–	  ont	  un	  

défaut	  de	  génération	  des	  cellules	  LTi	  en	  conséquence	  de	  quoi	   les	  organes	   lymphoïdes	   tels	  

que	  les	  ganglions	  lymphatiques	  et	  les	  plaques	  de	  Peyer	  (PP)	  ne	  se	  développement	  pas	  (Eberl	  
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et	  al.,	  2004).	  Malgré	  la	  déficience	  en	  RORγt	  ces	  souris	  sont	  viables	  et	  fertiles.	  Cependant,	  les	  

auteurs	  de	  l’étude	  ont	  noté	  une	  augmentation	  de	  l’incidence	  des	  thymomes	  entraînant	  une	  

mortalité	  précoce	  des	  animaux	  (80	  à	  90%	  des	  souris	  homozygotes	  décèdent	  entre	   l’âge	  de	  

12	  et	  14	  semaines).	  	  

En	  2003,	  deux	  conclusions	  étaient	  donc	  admises	  au	  sujet	  de	  RORγt.	  D’une	  part	  ce	  facteur	  de	  

transcription	  joue	  un	  rôle	  fondamental	  dans	  la	  fonctionnalité	  des	  cellules	  LTi	  et,	  par	  ce	  biais,	  

dans	  le	  développement	  des	  tissus	  lymphoïdes	  secondaires	  lors	  de	  la	  vie	  fœtale.	  D’autre	  part,	  

RORγt	   est	   exprimé	   dans	   les	   thymocytes	   immatures	  DP	   et	   favorise	   leur	   survie.	   À	   ce	   stade,	  

l’absence	  de	  détection	  d’expression	  de	  RORγt	  dans	  la	  rate	  et	  la	  moelle	  osseuse	  suggérait	  que	  

ce	  facteur	  de	  transcription	  n’était	  pas	  impliqué	  dans	  la	  biologie	  des	  lymphocytes	  T	  matures.	  

Cette	  hypothèse	  a	  été	  contredite	  trois	  ans	  plus	  tard	  par	  le	  groupe	  de	  Dan	  Littman	  lui-‐même	  

qui	   a	   établi	   la	   première	   description	   du	   rôle	   caractéristique	   de	   RORγt	   dans	   le	   lignage	  

lymphocytaire	  TH17.	  L’étude	  menée	  par	  cette	  équipe	  a	  démontré	  que	  les	  TH17	  sont	  absents	  

chez	   les	   souris	   déficientes	   pour	   RORγt.	   De	   plus,	   l’expression	   forcée	   de	   ce	   facteur	   de	  

transcription	  dans	  des	  cellules	  T	  CD4+	  murines	  et	  humaines	  induit	  l’expression	  de	  transcrits	  

présents	  dans	   les	   lymphocytes	  TH17	  :	  ces	   transcrits	  codent	  pour	  des	  cytokines	  clés	  comme	  

l’IL-‐17A,	   l’IL-‐17F,	  CCR6	  et	   le	  récepteur	  de	   l’IL-‐23	  (Ivanov	  et	  al.,	  2006)	  ;	   (Manel	  et	  al.,	  2008).	  

RORγt	  est	  donc	  le	  facteur	  de	  transcription	  primordial	  qui	  orchestre	  la	  différenciation	  de	  cette	  

lignée	   de	   cellules	   T	   CD4+	   effectrices	   (Ivanov	   et	   al.,	   2006).	   L’expression	   de	   RORγt	   est	  

nécessaire	   et	   suffisante	   pour	   induire	   une	   différenciation	   de	   type	   TH17.	   Le	   facteur	   de	  

transcription	  RORγt	   définit	   donc	   la	   lignée	   lymphocytaire	   TH17	   au	  même	   titre	   que	   T-‐bet	   et	  

GATA-‐3	  caractérisent	  les	  lignées	  TH1	  et	  TH2.	  	  

La	   production	   d’IL-‐17	   et	   l’expression	   du	   facteur	   de	   transcription	   RORγt	   sont	   les	   deux	  

premières	  caractéristiques	  intrinsèques	  qui	  ont	  été	  associées	  à	  la	  biologie	  des	  lymphocytes	  

TH17	  ;	  elles	  sont	  cruciales	  mais	  d’autres	  facteurs	  de	  transcription	  et	  d’autres	  cytokines	  sont	  

nécessaires	   pour	   définir	   l’intégralité	   du	   programme	   de	   différenciation	   des	   TH17	   et	   pour	  

identifier	  l’ensemble	  des	  fonctions	  assurées	  par	  ces	  lymphocytes	  T	  CD4+	  effecteurs.	  
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2.3. Les	  mécanismes	  de	  différenciation	  des	  TH17	  

La	   compréhension	   complète	   des	   mécanismes	   à	   l’origine	   d’un	   lignage	   cellulaire	   nécessite	  

d’une	   part	   d’identifier	   les	   diverses	  molécules	   inductrices	   de	   la	   lignée	   d’intérêt	   (cytokines,	  

chimiokines)	   et	   d’autre	   part	   de	   déterminer	   une	   vue	   globale	   de	   son	   réseau	   de	   facteurs	  

transcriptionnels	  régulateurs.	  

En	   2006	   en	   parallèle	   de	   l’identification	   de	   RORγt	   comme	   facteur	   de	   transcription	   clé	   des	  

TH17,	  trois	  études	  indépendantes	  ont	  déterminé	  simultanément	  que	  la	  combinaison	  du	  TGFβ	  

à	   l’IL-‐6	   constituait	   le	   cocktail	   cytokinique	   minimal	   requis	   pour	   différencier	   in	   vitro	   des	  

cellules	  T	  CD4+	  naïves	  en	  cellules	  effectrices	  productrices	  d’IL-‐17	  (Figure	  4	  –	  p.27)	  (Veldhoen	  

et	  al.,	  2006)	  ;	   (Bettelli	  et	  al.,	  2006)	  ;	   (Mangan	  et	  al.,	  2006).	  De	   façon	   intéressante,	  c’est	  en	  

voulant	  trouver	  des	  facteurs	  inhibant	  la	  conversion	  par	  le	  TGFβ	  des	  cellules	  T	  CD4+	  naïves	  en	  

TREG	  Foxp3+	  que	   le	  groupe	  de	  Vijay	  Kuchroo	  a	   identifié	   l’importance	  de	   l’association	  de	  ces	  

deux	   cytokines	   pour	   la	   différenciation	   TH17	   (Bettelli	   et	   al.,	   2006).	   La	   présence	   des	   deux	  

cytokines	  TGFβ	  et	   IL-‐6	  est	   cruciale	  puisque	   le	  TGFβ	   seul	   (à	   forte	  concentration)	   induit	  une	  

polarisation	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+	  naïfs	  en	  TREG	  qui	  expriment	  Foxp3	  et	  produisent	  de	  l’IL-‐

10	  et	  du	  TGFβ	  (Zhou	  et	  al.,	  2008).	  

L’IL-‐6	   est	   donc	   un	   facteur	   primordial	   dans	   l’induction	   de	   la	   réponse	   TH17.	   Il	   avait	  

précédemment	   été	   démontré	   que	   les	   souris	   Il6–/–	   sont	   résistantes	   à	   l’induction	   de	   l’EAE	  

(Samoilova	  et	  al.,	  1998)	  ;	  (Okuda	  et	  al.,	  1998)	  ;	  (Mendel	  et	  al.,	  1998)	  ;	  (Eugster	  et	  al.,	  1998)	  et	  

de	  la	  CIA	  (Boe	  et	  al.,	  1999).	  Dans	  la	  continuité	  de	  ces	  travaux,	  le	  groupe	  de	  Vijay	  Kuchroo	  a	  

mis	  en	  évidence	  un	  défaut	  de	  génération	  des	  TH17	  en	  faveur	  d’une	  réponse	  lymphocytaire	  T	  

régulatrice	  (TREG	  Foxp3+)	  chez	  les	  souris	  Il6–/–.	  Les	  auteurs	  de	  cette	  étude	  ont	  aussi	  démontré	  

que	  la	  déplétion	  en	  TREG	  est	  capable	  de	  restaurer	  la	  susceptibilité	  au	  développement	  de	  l’EAE	  

chez	  les	  souris	  Il6–/–	  	  (Korn	  et	  al.,	  2007a).	  Ce	  constat	  suggère	  que	  l’IL-‐6	  peut	  être	  suppléée	  au	  

moins	  partiellement	  par	  d’autres	  cytokines	  pour	  induire	  la	  différenciation	  TH17.	  	  

L’IL-‐21	   qui	   appartient	   à	   la	   famille	   de	   l’IL-‐2	   est	   l’une	   des	   autres	   cytokines	   favorisant	   la	  

différenciation	  in	  vitro	  des	  TH17	  lorsqu’elle	  est	  combinée	  au	  TGFβ.	  Les	  cellules	  TH17	  sont	  une	  

source	   majeure	   d’IL-‐21,	   elle	   peut	   donc	   agir	   sur	   la	   différenciation	   TH17	   via	   une	   boucle	  

autocrine	   d’amplification	   (Korn	   et	   al.,	   2007b)	  ;	   (Nurieva	   et	   al.,	   2007)	   ;	   (Zhou	   et	   al.,	   2007).	  

Cependant,	  le	  rôle	  in	  vivo	  de	  l’IL-‐21	  sur	  les	  TH17	  est	  sujet	  à	  controverse.	  En	  effet,	  l’absence	  

d’IL-‐21	  n’impacte	  pas	   la	   différenciation	  des	   TH17	  dans	   la	   lamina	  propria	  de	   l’intestin	   grêle	  
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chez	  la	  souris	  (Ivanov	  et	  al.,	  2008).	  Cette	  controverse	  s’étend	  aussi	  au	  rôle	  de	  l’IL-‐21	  dans	  des	  

modèles	  pathologiques	  murins	  comme	  l’EAE	  puisque	  deux	  études	  ont	  montré	  un	  impact	  de	  

la	  déficience	  en	   IL-‐21	  et	   IL-‐21R	  sur	   le	  développement	  de	   la	  maladie	  (Nurieva	  et	  al.,	  2007)	  ;	  

(Lee	  et	  al.,	  2015b)	  ;	  à	  l’inverse	  deux	  autres	  groupes	  ont	  démontré	  que	  l’absence	  du	  signal	  IL-‐

21	  n’affecte	  pas	  l’induction	  de	  l’EAE	  (Coquet	  et	  al.,	  2008)	  ;	  (Sonderegger	  et	  al.,	  2008).	  

L’IL-‐1β	   sécrétée	   par	   les	   monocytes,	   les	   macrophages	   et	   les	   cellules	   dendritiques	   est	   une	  

autre	   cytokine	   capable	   de	   stimuler	   la	   différenciation	   TH17.	  Une	   étude	   récente	   a	   d’ailleurs	  

démontré	  que	  l’IL-‐21	  est	  capable	  d’activer	  la	  production	  d’IL-‐1β	  par	  les	  DC	  conventionnelles	  

(Wan	  et	  al.,	  2015).	  Comme	  l’IL-‐6,	  l’IL-‐1β	  inhibe	  dans	  les	  lymphocytes	  T	  l’expression	  de	  Foxp3	  

induite	   par	   le	   TGFβ	   et	   favorise	   la	   production	   d’IL-‐17A	   en	   augmentant	   l’expression	   et	  

l’activation	  de	  facteurs	  de	  transcription	  spécifiques	  des	  TH17	  (Ikeda	  et	  al.,	  2014)	  ;	  (Basu	  et	  al.,	  

2015).	  

D’après	   les	   travaux	  précédemment	   cités,	   le	   TGFβ	   et	   l’IL-‐6	   sont	   les	   deux	   cytokines	   clés	  qui	  

déclenchent	  la	  phase	  initiale	  de	  la	  différenciation	  des	  lymphocytes	  TH17	  (Figure	  4	  –	  p.27).	  La	  

pertinence	   de	   ce	   cocktail	   cytokinique	   est	   globalement	   admise	   pour	   ce	   qui	   est	   de	   la	  

différenciation	   in	   vitro	   de	   cellules	   T	   naïves	   CD4+CD62LhighCD44–CD25–(Foxp3–)	   murines	   en	  

effecteurs	  TH17.	  En	  revanche,	  le	  rôle	  du	  TGFβ	  dans	  la	  différenciation	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+	  

humains	  en	  TH17	  a	  été	  sujet	  à	  polémique.	  Cette	  controverse	  sur	  le	  rôle	  du	  TGFβ	  a	  débuté	  en	  

2007	   avec	   les	   travaux	   de	   deux	   groupes	   qui	   ont	   démontré	   que	   cette	   cytokine	   n’était	   pas	  

indispensable	  pour	  induire	  une	  différenciation	  TH17	  (Acosta-‐Rodriguez	  et	  al.,	  2007)	  ;	  (Wilson	  

et	   al.,	   2007).	   Cependant,	   les	   conditions	   de	   culture	   utilisées	   dans	   ces	   études	   n’étaient	   pas	  

suffisamment	  strictes.	  En	  effet,	  la	  méthode	  de	  purification	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+	  du	  sang	  

périphérique	   principalement	   basée	   sur	   les	   marqueurs	   CD45RA+	   ou	   CD45RO–	   n’est	   pas	  

optimale.	  De	   plus,	   l’ajout	   de	   sérum	  dans	   le	  milieu	   de	   culture	   et	   la	   présence	   résiduelle	   de	  

plaquettes	   sanguines	   (qui	   sont	   de	   grandes	   productrices	   de	   TGFβ)	   sont	   des	   sources	   non	  

contrôlées	   d’apport	   en	   TGFβ.	   Des	   études	   ultérieures	   ont	   répondu	   à	   cette	   polémique	   en	  

prouvant	  que	  le	  TGFβ	  est	  essentiel	  pour	  différencier	  des	  cellules	  T	  naïves	  en	  TH17	  (Manel	  et	  

al.,	  2008)	  ;	  (Volpe	  et	  al.,	  2008)	  ;	  (Yang	  et	  al.,	  2008).	  

La	   perplexité	   des	   équipes	   de	   recherche	   qui	   se	   sont	   intéressées	   à	   l’étude	   des	   voies	   de	  

signalisation	   dépendantes	   du	   TGFβ	   dans	   les	   lymphocytes	   T	   résulte	   du	   constat	   qu’il	   est	  

indispensable	   à	   la	   fois	   pour	   la	   différenciation	   des	   TREG	   et	   pour	   celle	   des	   TH17.	   Ce	  
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questionnement	   peut	   être	   énoncé	   ainsi	   :	   comment	   le	   TGFβ	   peut-‐il	   contrôler	   deux	  

populations	   de	   cellules	   T	   ayant	   des	   fonctions	   opposées	  ?	   Le	   premier	   élément	   de	   réponse	  

repose,	   comme	   nous	   l’avons	   vu	   précédemment,	   sur	   la	   synergie	   des	   signaux	   cytokiniques	  

reçu	  par	  le	  lymphocyte	  T	  CD4+	  naïf.	  Le	  TGFβ	  seul	  induit	  Foxp3	  et	  donc	  une	  différenciation	  en	  

TREG	  tandis	  que	  l’association	  avec	  de	   l’IL-‐6	   induit	  une	  polarisation	  TH17	  (Chen	  et	  al.,	  2003)	  ;	  

(Zhou	  et	  al.,	  2007).	  Le	  second	  point	  est	  que	  le	  TGFβ	  agit	  de	  manière	  dose-‐dépendante	  :	  une	  

forte	  concentration	  est	  en	  faveur	  des	  TREG	  et	  une	  faible	  concentration	  favorise	  les	  TH17	  (Zhou	  

et	  al.,	  2008).	  Finalement,	   le	  dernier	  élément	  de	  réponse	  est	  que	  TGFβ	   induit	  deux	  grandes	  

voies	  de	  signalisation	  passant	  par	  les	  facteurs	  de	  transcription	  Smad2	  ou	  Smad3	  en	  fonction	  

du	   contexte	   inflammatoire.	   En	   résumé,	   une	   forte	   stimulation	   antigénique	   en	   présence	   de	  

TGFβ	  et	  d’IL-‐6	  conduit	  à	  une	  phosphorylation	  élevée	  de	  Smad2	  qui	  s’associe	  alors	  à	  STAT-‐3	  

et	  induit	  la	  différenciation	  TH17	  (Figure	  4	  –	  p.27).	  Dans	  le	  cas	  inverse,	  c’est	  Smad3	  qui	  prime,	  

inhibe	  STAT-‐3	  et	  donc	  s’oppose	  à	  la	  différenciation	  TH17	  (Yoon	  et	  al.,	  2015).	  

Le	   TGFβ	   est	   produit	   par	   de	  multiples	   lignées	   allant	   des	   leucocytes	   aux	   cellules	   stromales.	  

L’identification	  de	  la	  source	  cellulaire	  responsable	  spécifiquement	  de	  la	  différenciation	  TH17	  

est	  donc	  complexe	  ;	   toutefois	   il	   semblerait	  qu’il	   s’agisse	  principalement	  des	   lymphocytes	  T	  

effecteurs	   et	   des	   TREG	   (Veldhoen	   et	   al.,	   2006)	  ;	   (Li	   et	   al.,	   2007).	   Le	   TGFβ	   est	   produit	   sous	  

forme	  latente	  et	  son	  activation	  nécessite	  une	  dégradation	  protéolytique	  ou	  un	  changement	  

de	   conformation	   des	   protéines	   LAP	   «	  latency-‐associated	   protein	  »	   qui	   sont	   associées	   au	  

TGFβ	  immature	  et	  répriment	  sa	  liaison	  à	  ses	  récepteurs	  (TGFβRI	  et	  TGFβRII).	  L’activation	  du	  

TGFβ	  fait	  notamment	  intervenir	  l’adhésion	  des	  protéines	  LAP	  à	  des	  intégrines	  αVβ6	  ou	  αVβ8	  

portées	   respectivement	   par	   les	   cellules	   épithéliales	   ou	   les	   DC.	   Il	   a	   été	   démontré	   que	   la	  

délétion	   conditionnelle	  de	   l’intégrine	  αVβ8	  dans	   les	  DC	   induit	   chez	   les	   souris	  un	   syndrome	  

lymphoprolifératif	  et	  inflammatoire	  équivalent	  à	  celui	  observé	  chez	  les	  animaux	  KO	  pour	  le	  

TGFβ	  (Travis	  et	  al.,	  2007).	  Le	  TGFβ	  nécessaire	  à	  la	  différenciation	  TH17	  agit	  donc	  en	  paracrine	  

sur	  les	  lymphocytes	  T	  CD4+	  naïfs	  mais	  son	  activation	  est	  effectuée	  par	  des	  cellules	  telles	  que	  

les	   DC	   ou	   les	   cellules	   épithéliales	   présentes	   dans	   le	   microenvironnement.	   Comme	   nous	  

l’avons	  vu	  précédemment,	   le	   signal	  provoqué	  par	   le	  TGFβ	  passe	  par	   la	  voie	  des	  molécules	  

Smad	  et	  est	  notamment	  requis	  pour	  l’induction	  de	  RORγt,	  de	  l’IL-‐17	  et	  du	  récepteur	  de	  l’IL-‐

23	  (IL-‐23R)	  qui	  n’est	  pas	  exprimé	  par	  les	  cellules	  T	  naïves	  (Mangan	  et	  al.,	  2006).	  L’induction	  

de	  l’Il23r	  chez	  les	  TH17	  lors	  de	  la	  différenciation	  est	  aussi	  dépendante	  de	  l’IL-‐6,	  de	  STAT-‐3	  et	  
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de	  RORγt	  (Zhou	  et	  al.,	  2007)	  ;	  (Nurieva	  et	  al.,	  2007)	  ;	  (Yang	  et	  al.,	  2007).	  L’expression	  de	  l’IL-‐

23R	   par	   les	   TH17	   leur	   permet	   de	   reconnaître	   la	   sous-‐unité	   p19	   de	   l’IL-‐23.	   La	   voie	   de	  

signalisation	  générée	  par	  la	  liaison	  de	  l’IL-‐23	  à	  son	  récepteur	  stimule	  l’expansion	  des	  TH17	  et	  

stabilise	  leur	  phénotype	  effecteur	  (Figure	  4	  –	  p.27).	  

L’IL-‐23	  qui	  appartient	  à	  la	  famille	  de	  l’IL-‐12	  est	  une	  cytokine	  pro-‐inflammatoire	  produite	  par	  

des	   cellules	   du	   système	   immunitaire	   inné	   telles	   que	   les	   DC	   et	   les	   macrophages	  ;	   sa	  

production	   est	   favorisée	   par	   certains	  microenvironnements	   comme	   celui	   de	   l’intestin.	   Les	  

signaux	   qui	   induisent	   la	   production	   de	   cette	   cytokine	   sont	   critiques	   pour	   déterminer	   si	   la	  

réponse	  T	  induite	  sera	  dominée	  ou	  non	  par	  les	  cellules	  TH17	  (Veldhoen	  et	  al.,	  2006).	  Pour	  sa	  

part,	   l’IL-‐23R	  est	  exprimé	  par	   les	  populations	  de	  cellules	  T	  activées	  et	  mémoires.	   Le	   signal	  

induit	  par	  la	  liaison	  de	  l’IL-‐23	  à	  son	  récepteur	  n’est	  donc	  pas	  impliqué	  dans	  la	  phase	  initiale	  

de	  la	  différenciation	  TH17	  mais	  est	  essentiel	  pour	  que	  celle-‐ci	  soit	  complète	  et	  durable.	  Après	  

l’étape	   d’initiation	   de	   la	   réponse	   TH17	   la	   disponibilité	   en	   IL-‐23	   devient	   donc	   le	   facteur	  

limitant	   qui	   détermine	   si	   l’activité	   TH17	   effectrice	   sera	   maintenue	   pendant	   la	   réponse	  

immune.	  En	  effet,	  le	  signal	  dépendant	  de	  l’Il-‐23R	  est	  primordial	  pour	  induire	  une	  maturation	  

des	  TH17	  en	  cellules	  inflammatoires	  (Ghoreschi	  et	  al.,	  2010)	  ;	  (Hirota	  et	  al.,	  2011)	  ;	  (Langrish	  

et	   al.,	   2005)	  ;	   (McGeachy	   et	   al.,	   2007).	   En	   l’absence	   d’IL-‐23R,	   les	   TH17	   sont	   incapables	  

d’induire	  de	   fortes	   réponses	   inflammatoires	  ou	  auto-‐immunes.	   Par	   exemple,	   le	   groupe	  de	  

Daniel	  Cua	  a	  démontré	  que	  la	  déficience	  en	  IL-‐23R	  chez	  la	  souris	  induit	  un	  blocage	  des	  TH17	  

à	   une	   étape	   d’activation	   précoce	   ce	   qui	   empêche	   l’induction	   de	   l’EAE	   (McGeachy	   et	   al.,	  

2009).	   Chez	   l’homme,	   il	   a	   été	   clairement	   mis	   en	   évidence	   par	   des	   études	   d’associations	  

pangénomiques	   (GWASs	  «	  genome-‐wide	  association	   studies	  »)	  que	   les	  polymorphismes	  du	  

gène	  de	  l’IL23R	  sont	  associés	  à	  la	  progression	  de	  nombreux	  désordres	  immuns	  (Duerr	  et	  al.,	  

2006).	  Des	  études	  plus	  récentes	  ont	  montré	  que	  pour	  générer	  la	  maturation	  inflammatoire	  

des	   lymphocytes	   TH17,	   l’IL-‐23	   agit	   sur	   de	   multiples	   voies	   de	   signalisation	   telles	   que	   le	  

maintien	  de	   l’expression	  de	  gènes	   clés	   (Rorc	   et	   Il17),	   l’induction	  de	  gènes	  effecteurs	   (Il22,	  

Csf2	  et	  Ifng),	  la	  répression	  de	  facteurs	  inhibiteurs	  (Ahr	  et	  c-‐maf)	  et	  surtout	  l’activation	  de	  son	  

propre	  signal	  via	  l’augmentation	  de	  l’expression	  de	  l’Il23r	   (Codarri	  et	  al.,	  2011)	  ;	  (El-‐Behi	  et	  

al.,	   2011)	  ;	   (Ghoreschi	   et	   al.,	   2010)	  ;	   (Hirota	   et	   al.,	   2011)	  ;	   (Lee	   et	   al.,	   2012b).	   Suite	   à	   la	  

reconnaissance	  par	  son	  récepteur,	  l’IL-‐23	  tout	  comme	  l’IL-‐6	  et	  l’IL-‐21	  induisent	  un	  signal	  qui	  

met	   en	   jeu	   le	   facteur	   de	   transcription	   STAT-‐3.	   Le	   recrutement	   de	   STAT-‐3	   n’étant	   pas	  
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spécifique	   de	   l’IL-‐23,	   des	   facteurs	   additionnels	   sont	   donc	   requis	   pour	   promouvoir	  

spécialement	   la	   fonction	   inflammatoire	   des	   TH17.	   Le	   groupe	  de	  Daniel	   Cua	   a	   apporté	   une	  

réponse	  à	   cette	   interrogation	  en	   identifiant	   le	   facteur	  de	   transcription	  Blimp-‐1	  qui	   s’avère	  

être	  une	  cible	  directe	  de	  l’IL-‐23.	  En	  collaboration	  avec	  STAT-‐3,	  p300	  et	  RORγt,	  Blimp-‐1	  active	  

l’expression	  de	  gènes	  pro-‐inflammatoires	   (Il23r,	  Csf2,	   Il17,	   Ifng)	  et	   réprime	  simultanément	  

les	  gènes	  qui	  déstabilisent	  (Il2)	  le	  programme	  inflammatoire	  des	  TH17	  (Jain	  et	  al.,	  2016).	  

L’IL-‐6	   est	   produite	   par	   de	   nombreuses	   cellules	   hématopoïétiques	   telles	   que	   les	   DC,	   les	  

monocytes,	   les	  macrophages,	   les	  lymphocytes	  B	  et	  certaines	  sous-‐populations	  de	  cellules	  T	  

activées.	   Elle	   est	   aussi	   sécrétée	   par	   les	   cellules	   tumorales,	   les	   fibroblastes,	   les	   cellules	  

endothéliales	  et	  les	  kératinocytes.	  En	  premier	  lieu,	  le	  TGFβ	  est	  indispensable	  pour	  maintenir	  

la	  réactivité	  des	  cellules	  T	  à	  l’IL-‐6.	  Le	  signal	  TGFβ	  active	  l’expression	  de	  l’IL-‐6Rα	  tandis	  que	  la	  

stimulation	  du	  TCR	  et	   le	   signal	   IL-‐6	   s’opposent	  à	   cette	  expression.	  Dans	  un	   second	   temps,	  

l’IL-‐6	  permet	  le	  co-‐engagement	  de	  l’IL-‐6Rα	  et	  de	  l’IL-‐6Rβ	  (ou	  gp130)	  ce	  qui	  active	  la	  molécule	  

STAT-‐3	  par	  phosphorylation.	  Notons	  que	  le	  signal	  médié	  par	  l’IL-‐23	  agit	  aussi	  via	  l’activation	  

du	  facteur	  de	  transcription	  STAT-‐3	  (Cho	  et	  al.,	  2006).	  La	  voie	  STAT-‐3	  aboutit	  à	  l’induction	  de	  

facteurs	  de	   transcription	   indispensables	   à	   la	  polarisation	  TH17	   tels	  que	  RORγt	   (Yang	  et	   al.,	  

2007)	  ;	   (Yang	   et	   al.,	   2008).	   De	   plus,	   STAT-‐3	   active	   l’expression	   de	   l’Il17	   en	   se	   liant	  

conjointement	   avec	   RORγt	   à	   son	   promoteur	   (Hirahara	   et	   al.,	   2010).	   Le	   facteur	   de	  

transcription	   STAT-‐3	   est	   indispensable	   puisque	   sa	   délétion	   abroge	   la	   différenciation	   TH17	  

(Yang	   et	   al.,	   2007)	  mais	   il	   n’est	   pas	   suffisant	  ;	   il	   agit	   au	   sein	   d’un	   réseau	   transcriptionnel	  

complexe	  contrôlant	  la	  biologie	  des	  TH17.	  	  
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Figure 4 Développement, inter-régulation et spécificité cytokinique des lignées lymphocytaires TH1, TH2 et TH17. 
 

2.4. Le	  réseau	  transcriptionnel	  régulant	  le	  développement	  des	  TH17	  

À	  l’instar	  de	  STAT-‐3,	  d’autres	  facteurs	  de	  transcription	  comme	  IRF4,	  BATF	  et	  IκBζ	  sont	  requis	  

pour	  induire	  l’expression	  de	  RORγt	  et/ou	  de	  cytokines	  comme	  l’IL-‐17	  tant	  in	  vivo	  que	  in	  vitro	  

lors	   d’une	   polarisation	   TH17	   en	   présence	   d’IL-‐6	   et	   de	   TGFβ	   (±	   d’IL-‐1β	   et	   d’IL-‐23).	   Les	  

premières	  études	  sur	   IRF4	  «	  interferon-‐regulatory	  factor	  4	  »	  ont	  démontré	  son	   importance	  

dans	  le	  développement	  TH2	  (Hu	  et	  al.,	  2002)	  ;	  (Lohoff	  et	  al.,	  2002)	  ;	  (Rengarajan	  et	  al.,	  2002).	  

De	   façon	   intéressante,	   le	   groupe	   Michael	   Lohoff	   a	   ensuite	   identifié	   que	   ce	   facteur	   de	  

transcription	  est	   aussi	   un	   facteur	   critique	  pour	   la	   génération	  des	  TH17.	   En	  effet,	   les	   souris	  

Irf4–/–	   sont	   résistantes	   à	   l’induction	   l’EAE	   et	   ces	   animaux	   présentent	   un	   défaut	   de	  

développement	   des	   TH17	   (Brustle	   et	   al.,	   2007).	   Le	   facteur	   de	   transcription	   BATF	   «	  B	   cell-‐

activating	   transcription	   factor	  »	   contrôle	  aussi	   la	  différenciation	  TH17,	   les	   souris	  Batf–/–	  ont	  

un	  défaut	  de	  génération	  des	  TH17	  tandis	  que	  les	  voies	  TH1	  et	  TH2	  ne	  sont	  pas	  affectées	  et	  ces	  

souris	   KO	   sont	   résistantes	   au	   développement	   de	   l’EAE.	   Dans	   cette	   étude,	   le	   groupe	   de	  

Kenneth	  Murphy	   a	   aussi	  mis	   en	   évidence	  que	  BATF	  est	   capable	  de	   se	   lier	   à	   des	   éléments	  

inter-‐géniques	   conservés	   notamment	   sur	   le	   locus	   Il17a-‐Il17f	  :	   le	   promoteur	   de	   l’Il17	   est	  

sensible	   à	   la	   liaison	  de	  BATF	   (Schraml	   et	   al.,	   2009).	  Un	   troisième	   facteur	   de	   transcription,	  

IκBζ,	  qui	  est	  un	  membre	  de	  la	  famille	  IκB	  et	  est	  encodé	  par	  le	  gène	  Nfkbiz	  chez	  la	  souris,	  est	  
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capable	  de	  réguler	  le	  développement	  TH17.	  À	  l’instar	  des	  souris	  Irf4–/–	  et	  Baft–/–,	  les	  animaux	  

Nfkbiz–/–	  ont	   un	   défaut	   de	   génération	   des	  TH17	   et	   une	   résistance	   à	   l’EAE.	   De	   plus,	   la	   co-‐

expression	   forcée	   de	   IκBζ	   et	   RORγt	   ou	   RORα	   même	   en	   l’absence	   d’IL-‐6	   et	   de	   TGFβ	   est	  

capable	   de	   différencier	   des	   cellules	   T	   CD4+	   naïves	   en	   TH17.	   Comme	   BATF,	   ce	   facteur	   de	  

transcription	  peut	  se	  lier	  à	  la	  région	  régulatrice	  de	  l’Il17a	  et	  ce	  en	  coopération	  avec	  RORγt	  ou	  

RORα	   (Okamoto	   et	   al.,	   2010).	   Ces	   résultats	   sont	   en	   accord	   avec	   le	   fait	   que	   RORα	   peut	  

contribuer	  à	  l’expression	  de	  l’IL-‐17	  en	  l’absence	  de	  RORγt	  (Yang	  et	  al.,	  2008).	  Il	  existe	  donc	  

des	   redondances	   fonctionnelles	   entre	   RORα	   et	   RORγt.	   De	   multiples	   autres	   facteurs	   de	  

transcription	  tels	  que	  Ahr,	  Runx1	  et	  c-‐Maf	  sont	  impliqués	  en	  tant	  que	  régulateurs	  positifs	  ou	  

négatifs	  dans	  la	  différenciation	  TH17	  (Veldhoen	  et	  al.,	  2008)	  ;	  (Zhang	  et	  al.,	  2008)	  ;	  (Bauquet	  

et	   al.,	   2009).	   Comme	   nous	   l’avons	   vu	   précédemment,	   l’activation	   du	   programme	  

inflammatoire	   et	  donc	   la	  pathogénicité	  des	   TH17	  dépend	  aussi	   du	   facteur	  de	   transcription	  

Blimp-‐1	  (Jain	  et	  al.,	  2016).	  

Les	  études	  précédemment	  citées	  ont	  apporté	  une	  contribution	  majeure	  à	  la	  compréhension	  

de	   la	   différenciation	   TH17	  mais	   elles	   ne	   permettent	   pas	   de	   construire	   une	   vue	   globale	   du	  

réseau	  de	  régulation	  de	  cette	  lignée	  lymphocytaire.	  En	  effet	  il	  s’agit	  à	  chaque	  fois	  d’observer	  

comment	   un	   ou	   quelques	   facteurs	   de	   transcription	   régulent	   quelques	   cibles	   «	  vedettes	  »	  

comme	  l’IL-‐17A.	  En	  2012,	  le	  groupe	  de	  Dan	  Littman	  s’est	  positionné	  sur	  une	  autre	  approche	  

qui	   consiste	   à	   déterminer	   comment	   au	   sein	   du	   réseau	   de	   régulation	   transcriptionnel	   des	  

TH17,	   les	   multiples	   facteurs	   de	   transcription	   se	   régulent	   entre	   eux	   et	   agissent	   sur	   leurs	  

différentes	  cibles	  (Ciofani	  et	  al.,	  2012).	  Cette	  étude	  réalisée	  sur	  des	  cellules	  murines	  combine	  

une	  méta-‐analyse	  de	  l’occupation	  du	  génome	  par	  ces	  facteurs	  de	  transcription,	  du	  RNA-‐seq	  

sur	   des	   lymphocytes	   T	   de	   souris	   KO	   pour	   ces	   facteurs	   de	   transcription	   et	   une	   analyse	  

transcriptomique	  des	  cellules	  immunes.	  L’une	  des	  conclusions	  de	  ce	  travail	  est	  que	  BATF	  et	  

IFR4	  se	  lient	  précocement	  lors	  de	  la	  différenciation	  TH17,	  ils	  modulent	  ensuite	  l’accessibilité	  

de	   la	   chromatine	   ce	   qui	   permet	   le	   recrutement	   de	   RORγt.	   Suite	   à	   ce	   recrutement,	   un	  

ensemble	   restreint	   de	   gènes	   sont	   contrôlés	   directement	   par	   RORγt	  ;	   ces	   onze	   gènes	  

interviendraient	  donc	  dans	  la	  différenciation	  ou	  la	  spécificité	  fonctionnelle	  des	  TH17.	  Parmi	  

ces	  cibles,	   six	  étaient	  déjà	  connues	  :	   l’Il17a,	   l’Il17f,	   l’Il23r,	  Ccl20,	   l’Il1r1	  et	  Ltb4r1.	  De	   façon	  

intéressante,	   le	   groupe	   de	   Dan	   Littman	   a	   pu	   identifier	   cinq	   nouvelles	   cibles	   directes	   de	  

RORγt	  comprenant	  la	  Furin,	  Fam124b,	  2310007l2rik	  et	  les	  deux	  gènes	  homologues	  qui	  sont	  
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au	   cœur	   de	   mon	   sujet	   de	   thèse	  :	   Tmem176a	   et	   Tmem176b	   (Ciofani	   et	   al.,	   2012).	   Il	   est	  

important	   de	   noter	   que	   cette	   identification	   s’inscrit	   dans	   une	   étude	   de	   régulation	  

transcriptionnelle	  extrêmement	  large	  des	  TH17.	  Le	  groupe	  de	  Dan	  Littman	  a	  mis	  en	  évidence	  

ces	   rares	   gènes	   mais	   n’a	   pas	   développé	   d’étude	   approfondie	   au	   regard	   notamment	   des	  

cibles	   nouvellement	   identifiés.	   Ainsi,	   ces	   gènes	   ciblés	   directement	   par	   RORγt	   sont-‐ils	  

spécifiquement	  surexprimés	  dans	  les	  TH17	  par	  rapport	  aux	  TH1	  et	  TH2	  ?	  La	  déficience	  en	  l’un	  

de	   ces	   gènes	   a-‐t-‐elle	   un	   impact	   sur	   le	   développement	   de	   pathologies	   dépendantes	   de	  

RORγt	  ?	  Ces	  cinq	  nouveaux	  gènes	  cibles	  apparaissent	  donc	  comme	  des	  candidats	  potentiels	  

pertinents	  pour	  le	  développement	  d’approches	  thérapeutiques	  originales	  dans	  le	  cadre	  des	  

maladies	  auto-‐immunes	  et	  inflammatoires.	  

2.5. La	  défense	  de	  l’hôte	  par	  les	  TH17	  

Les	  lymphocytes	  TH17	  sont	  souvent	  cités	  pour	  leurs	  rôles	  dans	  les	  maladies	  auto-‐immunes	  et	  

inflammatoires	   tant	   chez	   l’homme	  que	  dans	  des	  modèles	  murins	  pathologiques.	  De	   façon	  

évidente,	  la	  fonction	  primordiale	  de	  la	  lignée	  cellulaire	  TH17	  n’est	  certainement	  pas	  d’induire	  

des	   désordres	   immuns	   mais	   de	   participer,	   en	   tant	   que	   branche	   du	   système	   immunitaire	  

adaptatif,	  à	  la	  défense	  contre	  certains	  pathogènes	  au	  même	  titre	  que	  les	  TH1	  et	  les	  TH2.	  Les	  

lymphocytes	   TH17	   sont	   spécialisés	   dans	   la	   protection	   des	   muqueuses	   et	   assurent	   la	  

protection	   de	   l’hôte	   contre	   des	   pathogènes	   extracellulaires	   tels	   que	   des	   bactéries	   (ex.	  

Citrobacter	   rodentium)	   et	   des	   champignons	   (ex.	   Candida	   albicans)	   (Khader	   et	   al.,	   2009)	  ;	  

(Korn	  et	  al.,	  2009).	  Il	  s’agit	  dans	  tous	  les	  cas	  de	  pathogènes	  dont	  l’élimination	  requiert	  une	  

inflammation	  massive	  qui	  n’est	  pas	  gérée	  correctement	  par	  l’immunité	  TH1	  ou	  TH2.	  Ainsi,	  les	  

signaux	   induits	   par	   l’IL-‐17	   stimulent	   l’immunité	   antifongique	   en	   favorisant	   la	   libération	  de	  

cytokines	  et	  de	  chimiokines	  pro-‐inflammatoires	  comme	  CXCL1	  et	  CXCL5	  qui	   conduisent	  au	  

recrutement	   des	   neutrophiles.	   Dans	   ce	   contexte,	   l’expansion	   des	   neutrophiles	   et	   leur	  

migration	  sur	  le	  site	  inflammatoire	  permettent	  d’assurer	  la	  dégradation	  des	  pathogènes	  en	  

collaboration	  avec	  d’autres	  effecteurs	  innés	  comme	  les	  macrophages	  (Conti	  et	  al.,	  2015).	  De	  

plus,	  l’IL-‐22	  qui	  peut	  être	  produite	  par	  les	  TH17	  en	  réponse	  à	  l’IL-‐23	  (Kreymborg	  et	  al.,	  2007)	  ;	  

(Zheng	  et	  al.,	  2007)	  agit	  en	  synergie	  avec	  l’IL-‐17	  pour	  favoriser	  la	  production	  par	  les	  cellules	  

épithéliales	  des	  muqueuses	  de	  peptides	  antimicrobiens	  protecteurs	  tels	  que	   les	  défensines	  

(Liang	  et	  al.,	  2006).	  	  
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De	   façon	   intéressante,	   en	   condition	   stable	   (non-‐pathologique)	   on	   trouve	   la	   plus	   forte	  

proportion	  de	   cellules	   TH17	  dans	   l’intestin	   et	   plus	   particulièrement	  dans	   la	   lamina	  propria	  

des	   villosités	   du	   petit	   intestin	   (Lochner	   et	   al.,	   2008)	  ;	   (Ivanov	   et	   al.,	   2006)	  ;	   (Ivanov	   et	   al.,	  

2008)	  ;	   (Ivanov	   et	   al.,	   2009).	   Par	   ailleurs,	   le	   groupe	   de	   Richard	   Flavell	   a	   déterminé	   qu’un	  

traitement	  anticorps	  spécifique	  du	  CD3	  chez	  la	  souris	  induit	  une	  augmentation	  du	  nombre	  et	  

du	  pourcentage	  de	  cellules	  T	  dans	  le	  petit	  intestin	  ;	  cette	  hausse	  prédomine	  dans	  la	  portion	  

duodénale	  de	   l’intestin.	   Suite	  à	   ce	   traitement,	  50	  à	  80%	  des	   lymphocytes	  T	  CD4+TCRβ+	  du	  

duodénum	  expriment	  de	  l’IL-‐17A	  ;	  dans	  les	  sections	  suivantes	  de	  l’intestin	  le	  pourcentage	  de	  

TH17	   diminue	   progressivement	   pour	   atteindre	   sont	   plus	   faible	   niveau	   dans	   le	   colon	  

(Esplugues	   et	   al.,	   2011).	   Notons	   que	   le	   traitement	   anticorps	   spécifique	   du	   CD3	   avait	   été	  

décrit	  précédemment	  comme	  un	  modèle	  de	  tolérisation	  in	  vivo	  (Chatenoud	  and	  Bluestone,	  

2007)	   induisant	   une	   tempête	   cytokinique	   systémique	   et	   une	   inflammation	   localisée	  

majoritairement	   dans	   le	   petit	   intestin	   (Merger	   et	   al.,	   2002).	   D’autre	   part,	   le	   groupe	   de	  

Richard	  Flavell	  a	  déterminé	  qu’une	  stimulation	  antigénique	  différente	  (peptide	  MOG35-‐55)	  est	  

capable	  d’induire	  un	  accroissement	  similaire	  des	  TH17	  dans	  le	  petit	  intestin	  (Esplugues	  et	  al.,	  

2011).	   Les	  auteurs	  de	  cette	  étude	  en	  concluent	  que	   l’accumulation	  de	  TH17	  dans	   l’intestin	  

grêle	   est	   un	   mécanisme	   général	   consécutif	   à	   une	   forte	   stimulation	   TCR	   systémique.	   Des	  

études	  antérieures	  avaient	  mis	  en	  évidence	  que	  le	  traitement	  anticorps	  anti-‐CD3	  induit	  une	  

AICD	   des	   lymphocytes	   T	   (Carpenter	   et	   al.,	   2000)	  ;	   les	   cellules	   apoptotiques	   phagocytées	  

conduisant	   ensuite	   à	   une	   surexpression	   systémique	  du	   TGFβ1	   et	   de	   l’IL-‐6	   sécrétés	   par	   les	  

CPA	   (Perruche	   et	   al.,	   2008).	   Cet	   environnement	   inflammatoire	   est	   un	   terrain	   propice	   à	   la	  

génération	  de	  lymphocytes	  TH17	  qui	  expriment	  CCR6,	  un	  récepteur	  de	  chimiokine	  essentiel	  à	  

leur	  migration	   (Annunziato	  et	  al.,	  2007).	  En	  conséquence,	   l’IL-‐17A	  et	   l’IL-‐17F	  produites	  par	  

les	   TH17	   déclenchent	   la	   sécrétion	   de	   CCL20	   (ligand	   de	   CCR6)	   par	   les	   cellules	   épithéliales	  

intestinales	  et	  par	  les	  TH17	  CCR6+.	  Ce	  phénomène	  est	  à	  l’origine	  de	  l’accumulation	  spécifique	  

des	  TH17	  dans	  l’intestin	  grêle	  en	  réponse	  au	  traitement	  anticorps	  anti-‐CD3	  (Esplugues	  et	  al.,	  

2011).	  L’ensemble	  de	  ces	  résultats	  suggère	  que	  l’immunité	  pro-‐inflammatoire	  induite	  par	  les	  

lymphocytes	  TH17	  est	  une	  composante	  nécessaire	  du	  système	   immunitaire	  pour	  maintenir	  

l’homéostasie	   de	   l’hôte	   avec	   son	  microbiote	   intestinal.	   Les	   propriétés	   pro-‐inflammatoires	  

des	  cellules	  TH17	  ne	  deviennent	  pathologiques	  que	  dans	  certains	  contextes	  particuliers	  (ex.	  

infections,	  immunosuppressions)	  et/ou	  lorsque	  l’hôte	  présente	  une	  susceptibilité	  génétique	  

favorable	  à	  l’induction	  d’une	  auto-‐immunité	  (Eberl	  and	  Sawa,	  2010).	  
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En	   2000,	   une	  première	   étude	   in	   vitro	   a	   démontré	   que	   l’ajout	   d’un	   lysat	   bactérien	   issu	   de	  

Borrelia	   burgdorferi	   (la	   bactérie	   responsable	   de	   la	   maladie	   de	   Lyme)	   induisait	   une	  

production	  massive	  d’IL-‐17	  dans	  des	  cultures	  de	  cellules	  T	  en	  différenciation	  (Infante-‐Duarte	  

et	   al.,	   2000).	  Diverses	   autres	   bactéries	   ont	   ensuite	   été	   associées	   au	  déclenchement	  d’une	  

forte	   réponse	   TH17.	   Un	   exemple	   caractéristique	   est	   celui	   de	   la	   bactérie	   à	   Gram	   négatif	  

Citrobacter	  rodentium	  (un	  pathogène	  infectant	  les	  muqueuses)	  qui	  est	  utilisée	  chez	  la	  souris	  

pour	  induire	  des	  pathologies	  gastro-‐intestinales	  équivalentes	  à	  celles	  causées	  chez	  l’homme	  

par	   les	   EPEC	   «	  enteropathogenic	   Escherichia	   coli	  »	   et	   les	   EHEC	   «	  enterohaemorragic	  

Escherichia	   coli	  »	   (Collins	   et	   al.,	   2014).	   Dans	   ce	   modèle	   d’infection	   à	   C.	   rodentium,	   la	  

génération	  de	  lymphocytes	  TH17	  au	  sein	  de	  la	  lamina	  propria	  dépend	  de	  l’IL-‐23	  et	  à	  un	  rôle	  

de	  protection	  de	  la	  muqueuse	  intestinale	  (Ishigame	  et	  al.,	  2009).	  De	  plus,	  l’IL-‐22	  contribue	  à	  

la	   défense	   précoce	   de	   la	   muqueuse	   contre	   C.	   rodentium	   en	   induisant	   la	   production	   de	  

protéines	  antimicrobiennes	  de	  la	  famille	  Reg	  par	  les	  cellules	  épithéliales	  du	  colon	  (Zheng	  et	  

al.,	   2008).	   Finalement,	   une	   étude	   récente	   publiée	   par	   le	   groupe	   de	   Matthias	   Lochner	   a	  

démontré	   que	   les	   TREG	   facilitent	   l’induction	   de	   la	   réponse	   TH17	   protectrice	   contre	   C.	  

rodentium	   en	   consommant	   l’IL-‐2	   présente	   dans	   le	   microenvironnement	   intestinal	  ;	   cette	  

cytokine	  étant	  délétère	  pour	  la	  différenciation	  et	  la	  fonctionnalité	  des	  cellules	  TH17	  (Wang	  et	  

al.,	  2014).	  

Au	  delà	  de	   la	  défense	  de	   l’hôte	  contre	   les	   infections	  bactériennes,	   les	  TH17	  assurent	  aussi	  

une	   activité	   antifongique	   primordiale.	   Prenons	   l’exemple	   de	   Candida	   albicans	  :	   ce	  

champignon	  unicellulaire	   (ou	   levure)	  appartient	  normalement	  à	   la	   flore	  commensale	  de	   la	  

cavité	   buccale	   et	   du	   tractus	   intestinal	   et	   uro-‐génital.	   Cependant,	   chez	   un	   individu	  

immunodéprimé	   (infection	   par	   le	   VIH,	   traitements	   immunosuppresseurs,	   maladies	  

génétiques)	  C.	  albicans	   induit	  des	   infections	  cutanéo-‐muqueuses	  chroniques	   (CMC)	  parfois	  

sévères.	  Il	  a	  été	  observé	  que	  plus	  de	  90%	  des	  patients	  VIH+	  sont	  affectés	  par	  une	  candidose	  

oropharyngée	  causée	  par	  des	  Candida	  (Dongari-‐Bagtzoglou	  and	  Fidel,	  2005).	  Dans	  le	  modèle	  

murin	  de	  candidose	  oropharyngée	  les	  lymphocytes	  TH17	  et	  le	  signal	  dépendant	  de	  l’IL-‐17RA	  

sont	  nécessaires	  à	  la	  protection	  de	  l’hôte	  contrairement	  aux	  lymphocytes	  TH1	  et	  à	  l’IFNγ	  qui	  

n’ont	  pas	  d’impact	  (Farah	  et	  al.,	  2006)	  ;	  (Conti	  et	  al.,	  2009).	  Un	  autre	  argument	  en	  faveur	  de	  

l’effet	  positif	  causé	  par	  la	  réponse	  TH17	  est	  fourni	  par	  les	  observations	  cliniques	  effectuées	  

chez	   les	   patients	   atteints	   du	   syndrome	   d’hyper-‐IgE	   (HIES)	   autosomique	   dominant	   (ou	  
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syndrome	   de	   Job)	   qui	   résulte	   d’une	   mutation	   du	   gène	   STAT3.	   Comme	   nous	   l’avons	   vu	  

auparavant,	  le	  facteur	  de	  transcription	  STAT-‐3	  est	  primordial	  lors	  de	  la	  différenciation	  TH17.	  

Il	   s’avère	   que	   ces	   individus	   sont	   extrêmement	   sensibles	   aux	   infections	   bactériennes	  

(Staphylococcus	   aureus)	   et	   aux	   infections	   fongiques	   cutanéo-‐muqueuses	   causées	   par	  

diverses	  espèces	  de	  Candida	  (Eyerich	  et	  al.,	  2008).	  De	  plus,	  il	  a	  été	  prouvé	  que	  les	  patients	  

atteints	  du	  syndrome	  de	  Job	  ne	  présentent	  pas	  de	  réponse	  cellulaire	  TH17	  spécifique	  de	  S.	  

aureus	  et	  C.	  albicans	  (Milner	  et	  al.,	  2008).	  Enfin,	  une	  étude	  randomisée	  des	  résultats	  de	  deux	  

essais	  cliniques	  de	  phase	   III	   comparant	   l’effet	  d’anticorps	  anti-‐IL-‐17A	  ou	  anti-‐TNF	  chez	  des	  

patients	   atteints	  de	  psoriasis	   a	  montré	  pour	   l’ixekizumab	   (l’anti-‐IL-‐17A)	  une	  augmentation	  

des	  cas	  d’infections	  de	   type	  cutanéo-‐muqueuses	  causées	  par	  des	  Candida	   (12	  patients	   sur	  

727	  pour	  l’anti-‐IL-‐17A,	  5	  sur	  702	  pour	  l’anti-‐TNF	  et	  2	  sur	  341	  pour	   le	  placebo).	  Notons	  que	  

c’est	  également	  cet	  anticorps	  neutralisant	  l’IL-‐17A	  qui	  présente	  la	  meilleure	  efficacité	  dans	  le	  

traitement	   du	   psoriasis	   (Griffiths	   et	   al.,	   2015).	   Ces	   résultats	   cliniques	   illustrent	   l’équilibre	  

fragile	  sur	   lequel	   repose	   l’activité	   lymphocytaire	  T	  CD4+	  effectrice	  qui	  oscille	  constamment	  

entre	  la	  défense	  de	  l’hôte	  contre	  les	  pathogènes	  et	  l’induction	  de	  pathologies	  immunes.	  

De	  façon	  contradictoire,	  il	  a	  été	  démontré	  dans	  un	  modèle	  d’infection	  intestinale	  à	  Candida	  

albicans	  que	  l’IL-‐23	  et	  l’IL-‐17	  exacerbent	  la	  pathologie	  intestinale	  causée	  par	  ce	  champignon	  

(Zelante	   et	   al.,	   2007).	   Ces	   résultats	   soulignent	   la	   possibilité	   d’un	   effet	   néfaste	   des	  

lymphocytes	  TH17	  lors	  d’une	  infection	  fongique	  et	  suggèrent	  que	  la	  réponse	  TH17	  causée	  par	  

un	  même	  pathogène	  (C.	  albicans)	  peut	  avoir	  des	  conséquences	  ambivalentes	  en	  fonction	  du	  

tissu	  muqueux	  infecté	  et	  donc	  du	  contexte	  inflammatoire.	  

2.6. Le	  rôle	  clé	  de	  la	  flore	  intestinale	  

	  L’homéostasie	   intestinale	   résulte	  du	  maintien	  d’un	  équilibre	   immunologique	  unique	  entre	  

les	   bactéries	   commensales	   constituant	   la	   flore	   intestinale	   et	   le	   système	   immunitaire	   de	  

l’hôte.	  La	  muqueuse	  intestinale	  est	  constituée	  de	  trois	  couches	  :	  un	  épithélium	  directement	  

en	   contact	   avec	   la	   flore,	   une	   couche	   conjonctive	   sous-‐jacente	   nommée	   lamina	   propria	  

contenant	   les	  cellules	   immunitaires	  de	   l’hôte	  et	  un	  tissu	  musculaire	  profond	  ou	  muscularis	  

mucosae.	   Les	   cellules	   épithéliales	   intestinales	   (CEI)	   constituent	   la	   barrière	   physique	   et	  

chimique	   qui	   s’interpose	   entre	   le	   microbiote	   et	   l’hôte	  ;	   ces	   cellules	   sont	   reliées	   par	   des	  

jonctions	   serrées	  et	   sécrètent	  du	  mucus	  ainsi	  que	  des	  peptides	  antimicrobiens	   (PAMs).	  En	  

parallèle	   de	   cette	   fonction	   protective,	   les	   CEI	   jouent	   aussi	   le	   rôle	   d’intermédiaires	   en	  
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facilitant	   l’intégration	   des	   signaux	   émis	   par	   la	   flore	   pour	   les	   transmettre	   aux	   cellules	  

immunitaires	  via	  la	  sécrétion	  de	  molécules	  immunes	  effectrices	  (Goto	  and	  Ivanov,	  2013).	  

En	   conséquence,	   les	   altérations	   de	   la	   communauté	   de	   symbiotes	   intestinaux	   affectent	   le	  

système	   immunitaire	  de	   l’hôte	  et	  peuvent	  être	  à	   l’origine	  de	  dérégulations	  qui	  évolueront	  

éventuellement	   vers	   des	   pathologies	   immunes	   (Ohnmacht	   et	   al.,	   2011).	   Les	   bactéries	  

filamenteuses	   segmentées	   (SFB	   «	  segmented	   filamentous	   bacteria	  »	   ou	   Candidatus	  

arthromitus)	   sont	   un	   exemple	   caractéristique	   de	   l’influence	   de	   la	   flore	   bactérienne	   sur	  

l’homéostasie	  du	  système	  immunitaire.	  En	  effet,	  il	  a	  été	  démontré	  que	  les	  SFB	  jouent	  un	  rôle	  

majeur	   dans	   l’induction	   de	   la	  maturation	   des	   tissus	   lymphoïdes,	   de	   la	   réponse	   IgA	   et	   des	  

réponses	  lymphocytaires	  T	  CD4+	  auxiliaires	  (Talham	  et	  al.,	  1999)	  ;	  (Gaboriau-‐Routhiau	  et	  al.,	  

2009).	  Le	  groupe	  de	  Dan	  Littman	  a	  notamment	  mis	  en	  évidence	  que	  les	  flores	  intestinales	  de	  

souris	   C57BL/6	   (B6)	   provenant	   de	   deux	   élevages	   distincts	   présentent	   des	   différences	   qui	  

affectent	   la	   différenciation	   T	   CD4+	  effectrice	  ;	   les	   souris	   B6	   de	   chez	   Taconic	   ont	   une	   flore	  

riche	  en	  SFB	  et	  une	  accumulation	  de	  TH17	  intestinaux	  tandis	  que	  celles	  élevées	  chez	  Jackson	  

n’ont	   pas	   de	   SFB	   et	   ont	   un	   défaut	   en	   cellules	   TH17	   intestinales	   (Ivanov	   et	   al.,	   2008).	  

Lorsqu’elles	  sont	  présentent,	  les	  SFB	  sont	  attachées	  à	  la	  surface	  luminale	  intestinale	  des	  CEI.	  

En	  conditions	  stables,	  l’une	  des	  caractéristiques	  des	  SFB	  est	  donc	  d’initier	  la	  différenciation	  

des	   cellules	   T	   CD4+	   présentes	   dans	   la	   lamina	   propria	   du	   petit	   intestin	   en	   effecteurs	   TH17	  

(Ivanov	  et	  al.,	  2009).	  Dans	  la	  continuité	  de	  ces	  travaux,	  le	  groupe	  mené	  par	  Ivaylo	  Ivanov	  a	  

récemment	  démontré	  que	  les	  macrophages	  intestinaux	  présents	  dans	  la	  lamina	  propria	  sont	  

les	  principales	  CPAs	   responsables	  de	   la	   génération	  d’une	   réponse	  TH17	   spécifique	  des	   SFB	  

(Panea	  et	  al.,	  2015).	  

3. Les	  autres	  acteurs	  cellulaires	  de	  l’immunité	  de	  type	  17	  

Comme	  nous	  venons	  de	  le	  voir	  dans	  des	  chapitres	  précédents,	  il	  existe	  trois	  principaux	  sous-‐

types	   de	   réponses	   T	   CD4+	   adaptatives	  :	   les	   TH1,	   les	   TH2	   et	   les	   TH17.	   Je	  me	   suis	   attachée	   à	  

décrire	   en	   détail	   la	   réponse	   TH17	   puisqu’elle	   dépend	   de	   la	   lignée	   lymphocytaire	   T	   CD4+	  

caractérisée	   par	   l’expression	   de	   RORγt.	   Le	   rationnel	   étant	   que	   les	   gènes	   homologues	  

Tmem176a	  et	  b	  au	  cœur	  de	  mon	  sujet	  de	  thèse	  font	  partie	  des	  rares	  cibles	  directes	  de	  RORγt	  

(Ciofani	   et	   al.,	   2012).	   Cependant,	   il	   existe	   aussi	   un	  pendant	   immunitaire	   inné	   régit	   par	   les	  

mêmes	  facteurs	  de	  transcription	  (T-‐bet,	  GATA-‐3	  et	  RORγt)	  que	  les	  effecteurs	  adaptatifs	  TH	  ;	  il	  

s’agit	   des	   cellules	   lymphoïdes	   innées	   (ILCs	   «	  innate	   lymphoid	   cells	  »)	   qui	   sont	   réparties	   en	  
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trois	   sous-‐groupes	   entre	   les	   ILC1s,	   les	   ILC2s	   et	   les	   ILC3s.	   La	   réponse	   ILC3s	   dépendante	   de	  

RORγt	  sera	  décrite	  en	  détail	  dans	  le	  troisième	  paragraphe	  de	  ce	  chapitre.	  	  

Le	   principe	   clé	   émergeant	   des	   découvertes	   récentes	   est	   que	   les	   systèmes	   immunitaires	  

adaptatif	  et	  inné	  convergent	  en	  trois	  grandes	  classes	  d’immunités	  à	  médiation	  cellulaire	  que	  

l’on	  peut	  classer	  en	  type	  1,	  type	  2	  et	  type	  17	  (ou	  type	  3).	  Ces	  trois	  catégories	  d’immunités	  

cellulaires	   permettent	   d’assurer	   l’effet	   protecteur	   maximal	   et	   le	   mieux	   adapté	   à	   chaque	  

variété	   de	   pathogène	   rencontrée	   par	   l’hôte.	   La	   diversité	   des	   réponses	   immunitaires	  

résultantes	  engendre	  inévitablement	  un	  large	  panel	  de	  désordres	  immuns	  possibles.	  

3.1. Les	  Tc17	  :	  des	  lymphocytes	  T	  CD8+	  producteurs	  d’IL-‐17	  

Suite	   à	   une	   stimulation	   antigénique	   induite	   par	   des	   pathogènes	   intracellulaires,	   les	  

lymphocytes	   T	   CD8+	   naïfs	   se	   différencient	   en	   effecteurs	   cytotoxiques	   (CTL	   ou	   cellules	  

«	  Tc	  »)	  capables	  de	   libérer	  de	   la	  perforine	  et	  du	  granzyme	  B.	  Ces	  CTL	   sécrètent	  également	  

des	   cytokines	   pro-‐inflammatoires,	   principalement	   de	   l’IFNγ	   et	   du	   TNFα	   et	   leur	  

développement	  dépend	  des	  facteurs	  de	  transcription	  T-‐bet	  et	  EOMES	  (Pearce	  et	  al.,	  2003)	  ;	  

(Intlekofer	  et	   al.,	   2005).	  Ces	   lymphocytes	  T	  CD8+	  effecteurs	   sont	   aussi	   nommés	  Tc1	   car	   ils	  

possèdent	  un	  profil	  cytokinique	  similaire	  à	  celui	  des	  TH1	  et	  sont,	  comme	  ces	  derniers,	  induits	  

par	  T-‐bet	  (Annunziato	  et	  al.,	  2015).	  	  

De	  même	  que	  pour	   les	   cellules	   T	  CD4+,	   il	   existe	  une	  dichotomie	  des	  CTL	  entre	  deux	   sous-‐

populations	   Tc1	   et	   Tc2	   (Mosmann	   et	   al.,	   1995).	   Et	   pareillement	   aux	   lymphocytes	   T	   CD4+,	  

cette	   dichotomie	   entre	   Tc1	   et	   Tc2	   a	   été	   rompue	  par	   la	  mise	   en	   évidence	  d’une	   troisième	  

sous-‐population	  de	  CTL	  :	   les	  Tc17	  qui	  produisent	  des	  cytokines	  de	   type	  17	   (IL-‐17,	   IL-‐21)	  et	  

expriment	   des	  marqueurs	   caractéristiques	   du	   programme	   TH17	   tels	   que	   RORγt	   et	   l’IL-‐23R	  

(Kondo	  et	  al.,	  2009).	  L’existence	  des	  CD8+	  Tc17	  a	  été	  décrite	  pour	  la	  première	  fois	  chez	  des	  

souris	  présentant	  une	  déficience	  combinée	  pour	  les	  deux	  gènes	  Eomes	  et	  Tbx21	  (Intlekofer	  

et	  al.,	  2008).	  L’engagement	  des	  lymphocytes	  T	  CD8+	  vers	   la	  voie	  effectrice	  Tc17	  dépend	  de	  

STAT-‐3	  et	  RORγt	  et	  peut	  s’effectuer	  en	  présence	  de	  TGFβ,	  d’IL-‐6	  et	  ou	  d’IL-‐21.	  Les	  Tc17	  ont	  

une	   activité	   cytotoxique	   médiocre,	   expriment	   faiblement	   les	   facteurs	   de	   transcription	  

caractéristiques	  des	  Tc1	  (EOMES,	  T-‐bet)	  et	  produisent	  peu	  ou	  pas	  de	  granzyme	  B	  et	  d’IFNγ	  ;	  

notons	  que	  ces	  cellules	  ont	  aussi	  été	  détectées	  dans	  le	  modèle	  murin	  d’EAE	  (Intlekofer	  et	  al.,	  

2008).	   Les	   CTL	   «	  classiques	  »	   ou	   Tc1	   et	   les	   Tc17	   surviennent	   en	   général	   de	   manière	  

mutuellement	  exclusive	  tant	  in	  vitro	  que	  in	  vivo	  (Huber	  et	  al.,	  2009).	  	  
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Les	  Tc17	  sont	  détectables	  pendant	  les	  infections	  virales,	   les	  pathologies	  auto-‐immunes	  (ex.	  

sclérose	   en	   plaque,	  MICI	   ou	  maladies	   inflammatoires	   chroniques	   de	   l’intestin)	   et	   dans	   les	  

tumeurs	   (Huber	   et	   al.,	   2009)	  ;	   (Hamada	   et	   al.,	   2009)	  ;	   (Yen	   et	   al.,	   2009).	   Une	   hypothèse	  

possible	   est	   que	   le	   TGFβ	   présent	   à	   forte	   dose	   dans	   les	   microenvironnements	   tumoraux	  

favoriserait	  la	  formation	  de	  Tc17	  ce	  qui	  pourrait	  être	  un	  mécanisme	  d’échappement	  tumoral	  

(Mittrucker	   et	   al.,	   2014).	   Lors	   de	   ces	   pathologies	   les	   Tc17	   agissent	   comme	   de	   puissants	  

auxiliaires	   de	   l’activité	   lymphocytaire	   T	   CD4+	   (Huber	   et	   al.,	   2013).	   Par	   exemple,	   au	   cours	  

d’une	   inflammation	  auto-‐immune	  du	  système	  nerveux	  central	   (SNC)	   les	  Tc17	  accélèrent	   la	  

pathogénicité	   en	   favorisant	   l’accumulation	   dans	   le	   SNC	   de	   cellules	   T	   CD4+	   productrices	  

d’IFNγ	   et	   d’IL-‐17A	  ;	   ces	   TH17	   sont	   hautement	   pathogéniques.	   D’autre	   part,	   le	   groupe	   de	  

Michael	  Lohoff	  a	  aussi	  identifié	  une	  augmentation	  significative	  du	  pourcentage	  de	  Tc17	  dans	  

les	   fluides	  cérébro-‐spinaux	  des	  patients	  atteints	  de	   sclérose	  en	  plaque	  à	  un	  stade	  précoce	  

(Huber	  et	  al.,	  2013).	  Les	  Tc17	  pourraient	  donc	  jouer	  un	  rôle	  dans	  l’initiation	  de	  cette	  maladie	  

auto-‐immune.	  

3.2. Les	  cellules	  MAIT	  et	  iNKT	  	  

Les	  cellules	  MAIT	  «	  mucosal-‐associated	  invariant	  T	  cells	  »	  (ou	  cellules	  T	  invariantes	  associées	  

aux	  muqueuses)	  appartiennent	  comme	  les	  iNKT,	  les	  ILCs	  et	  les	  cellules	  Tγδ17	  à	  la	  famille	  des	  

cellules	   lymphoïdes	   de	   type	   inné.	   Lors	   de	   leur	   première	   description	   en	   1999,	   les	   cellules	  

MAIT	  ont	  été	  classées	  dans	  la	  catégorie	  des	  lymphocytes	  dits	  «	  innate-‐like	  ».	  Contrairement	  

aux	   lymphocytes	  Tαβ	  du	  système	   immunitaire	  adaptatif,	   les	  MAIT	  expriment	  un	  TCR	  semi-‐

invariant	   qui	   leur	   permet	   de	   reconnaître	   des	   antigènes	   microbiens	   non-‐peptidiques	  

présentés	  par	  les	  molécules	  du	  système	  CMH	  non	  classique	  MR1	  «	  MHC-‐related	  protein	  1	  »	  

(Tilloy	  et	   al.,	   1999).	   Les	   cellules	  MAIT	   contribuent	   à	   la	   résistance	  aux	   infections	   contre	   les	  

pathogènes	  intracellulaires	  principalement	  via	  la	  production	  de	  cytokines	  TH1,	  TH2	  ou	  TH17	  à	  

visée	  pro-‐inflammatoire	  (Le	  Bourhis	  et	  al.,	  2013)	  ;	  (Salio	  et	  al.,	  2014).	  Le	  phénotype	  des	  MAIT	  

est	  qualifié	  d’effecteur-‐mémoire	  intrinsèque	  car	  elles	  sont	  capables	  de	  sécréter	  rapidement	  

et	  en	  grande	  quantité	  des	  cytokines	  telles	  que	  l’IL-‐17,	  le	  TNFα,	   l’IFNγ	  ou	  l’IL-‐4	  (Dusseaux	  et	  

al.,	  2011)	  ;	  (Rahimpour	  et	  al.,	  2015).	  Chez	  l’homme,	  les	  MAIT	  sont	  abondantes	  dans	  le	  sang,	  

les	  tissus	  muqueux,	   le	  foie	  et	   les	  articulations	  ;	  elles	  représentent	  5%	  des	  cellules	  T	  totales	  

du	   sang	   périphérique	   (Le	   Bourhis	   et	   al.,	   2010)	  ;	   (Rahimpour	   et	   al.,	   2015)	   et	   20	   à	   40%	  des	  

cellules	   du	   foie	   (Billerbeck	   et	   al.,	   2010)	  ;	   (Dusseaux	   et	   al.,	   2011).	   Chez	   la	   souris,	   le	  
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développement	  des	  cellules	  MAIT	  est	  sous	  le	  contrôle	  spécifique	  du	  facteur	  de	  transcription	  

PLZF	  «	  promyelocytic	   leukemia	  zinc	   finger	  protein	  »	   (Gerart	  et	  al.,	  2013)	  et	   l’expression	  de	  

RORγt	   est	   essentielle	   à	   leur	   fonctionnalité	   (Rahimpour	   et	   al.,	   2015).	   Les	   auteurs	   de	   cette	  

dernière	   étude	   ont	   également	   démontré	   que	   le	   niveau	   d’expression	   de	   RORγt	   peut-‐être	  

associé	   à	   deux	   grands	   phénotypes	   sécrétoires	  :	   la	   majorité	   des	   MAIT	   sont	   RORγthigh	   et	  

sécrètent	  principalement	  de	  l’IL-‐17	  tandis	  qu’une	  minorité	  de	  MAIT	  sont	  RORγtlow	  T-‐bet+	  et	  

produisent	  essentiellement	  de	  l’IFNγ	  (Rahimpour	  et	  al.,	  2015).	  Chez	  l’homme	  comme	  chez	  la	  

souris,	   les	   cellules	  MAIT	   sont	   aussi	   caractérisées	  par	   l’expression	   indispensable	  de	  PLZF	  et	  

RORγt	  (Billerbeck	  et	  al.,	  2010)	  ;	  	  (Dusseaux	  et	  al.,	  2011).	  

Les	   cellules	   iNKT	   «	  invariant	   Natural	   Killer	   T	   cells	  »	   partagent	   un	   grand	   nombre	   de	  

ressemblances	   avec	   les	   cellules	  MAIT.	   En	   effet,	   les	   iNKT	   comme	   les	  MAIT	   permettent	   de	  

lutter	  contre	  les	  pathogènes	  intracellulaires	  notamment	  via	  la	  sécrétion	  rapide	  et	  efficace	  de	  

cytokines	  pro-‐inflammatoires	  TH1,	  TH2	  ou	  TH17	  (Le	  Bourhis	  et	  al.,	  2013)	  ;	  (Salio	  et	  al.,	  2014)).	  

De	   plus,	   les	   iNKT	   sont	   majoritairement	   sous	   la	   dépendance	   du	   même	   facteur	   de	  

transcription	  que	  les	  cellules	  MAIT	  :	  PLZF	  (Gerart	  et	  al.,	  2013).	  De	  la	  même	  manière	  que	  les	  

MAIT,	   les	   iNKT	   reconnaissent	   des	   antigènes	  microbiens	   non-‐peptidiques	   présentés	   par	   les	  

molécules	   d’un	   système	   CMH	   non	   classique.	   Cependant	   à	   la	   différence	   des	  MAIT,	   le	   TCR	  

invariant	  des	  iNKT	  identifie	  des	  antigènes	  lipidiques	  qui	  sont	  liés	  au	  CMH	  non	  classique	  CD1d	  

au	  lieu	  de	  MR1.	  Finalement,	  les	  iNKT	  peuvent	  être	  subdivisées	  en	  sous-‐populations	  comme	  

les	   lymphocytes	   T	   CD4+,	   T	   CD8+	   et	   les	   ILCs	  :	   les	   iNKT1,	   les	   iNKT2	   et	   les	   iNKT17	   qui	   sont	  

respectivement	   sous	   la	   dépendance	   de	   T-‐bet,	   GATA-‐3	   et	   RORγt.	   Les	   lymphocytes	   iNKT17	  

sont	  évidemment	  RORγt+,	   ils	  expriment	  un	  niveau	  intermédiaire	  de	  PLZF	  et	  sécrètent	  entre	  

autres	  de	  l’IL-‐17	  (Gapin,	  2016).	  	  	  

3.3. Les	  cellules	  Tγδ17	  

Les	   lymphocytes	   Tγδ	   constituent	   la	   seconde	   population	   de	   cellules	   T	   produites	   par	   le	  

thymus	  ;	  la	  lignée	  majoritaire	  étant	  celle	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+	  et	  CD8+	  portant	  un	  TCRαβ.	  

Contrairement	  aux	  lymphocytes	  Tαβ,	  les	  cellules	  Tγδ	  ne	  sont	  pas	  restreintes	  à	  une	  réponse	  

immunitaire	  de	  type	  adaptatif.	  En	  effet,	  ces	  lymphocytes	  Tγδ	  répondent	  aux	  signaux	  générés	  

lors	   d’un	   stress	   cellulaire	   ou	   d’une	   infection	   via	   leur	   TCRγδ	   mais	   également	   par	   le	   biais	  

d’autres	  molécules	   réceptrices	   (non-‐TCR).	   Les	   cellules	   Tγδ	   ont	   donc	   fusionné	   des	   facultés	  
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immunitaires	   innées	  et	   adaptatives	  ;	   elles	   sont	   capables	  de	   répondre	   spécifiquement	   à	  un	  

antigène	  mais	  aussi	  de	  façon	   innée	  et	  rapide	  aux	  signaux	  du	  microenvironnement	  tels	  que	  

des	  cytokines	  inflammatoires	  (Bonneville	  et	  al.,	  2010).	  	  

Ainsi,	  bien	  que	  l’ensemble	  des	  Tγδ	  a	  à	  priori	  un	  potentiel	  égal	  à	  être	  stimulé	  par	   le	  TCR	  ou	  

des	  molécules	  non-‐TCR,	  on	  distingue	  cependant	  deux	  grandes	  populations	  de	   lymphocytes	  

Tγδ	  :	  les	  Tγδ	  conventionnels	  qui	  conservent	  une	  forte	  réactivité	  TCR	  et	  les	  Tγδ	  dits	  «	  innate-‐

like	  »	   pour	   lesquels	   les	   stimuli	   innés	   sont	   plus	   importants	   que	   les	   signaux	   médiés	   par	   le	  

TCRγδ.	   Les	   lymphocytes	   Tγδ	   «	  innate-‐like	  »	   peuvent	   eux-‐mêmes	   être	   scindés	   en	   deux	  

groupes	  selon	  leurs	  propriétés	  cytokiniques	  :	  les	  Tγδ	  producteurs	  d’IFNγ	  (Tγδ-‐IFNγ)	  et	  les	  Tγδ	  

producteurs	   d’IL-‐17	   (Tγδ17).	   Indépendamment	   de	   leur	   production	   de	   cytokines	   les	  

lymphocytes	   Tγδ	   «	  innate-‐like	  »	   peuvent	   aussi	   être	   distingués	   selon	   l’expression	  du	   CD27	  :	  

les	  Tγδ-‐IFNγ	   sont	  CD27+	   tandis	  que	   les	  Tγδ17	  sont	  CD27−	   (Ribot	  et	  al.,	  2009).	  Désormais,	   il	  

apparaît	  de	  plus	  en	  plus	  clairement	  que	  les	  Tγδ	  «	  innate-‐like	  »	  jouent	  un	  rôle	  crucial	  dans	  le	  

développement	   des	   réponses	   immunes	   tant	   protectrices	   que	   pathogéniques	   (maladies	  

inflammatoires	  et	  auto-‐immunes).	  

Au	  cours	  de	  mon	  travail	  de	  thèse,	  je	  me	  suis	  principalement	  focalisée	  sur	  l’étude	  des	  Tγδ17	  

puisqu’ils	  dépendent	  comme	  les	  lymphocytes	  TH17	  du	  facteur	  de	  transcription	  RORγt.	  Suite	  à	  

une	   stimulation	   de	   type	   inné	   combinant	   l’IL-‐1β	   et	   l’IL-‐23,	   ces	   Tγδ17	   sont	   capables	   de	  

produire	  de	  l’IL-‐17A,	  de	  l’IL-‐17F	  ainsi	  que	  de	  l’IL-‐21,	  de	  l’IL-‐22,	  de	  l’IFNγ	  et	  du	  GM-‐CSF	  (Sutton	  

et	  al.,	  2009)	  ;	  (Barros-‐Martins	  et	  al.,	  2016).	  D’autre	  part,	  l’implication	  des	  lymphocytes	  Tγδ17	  

et	   leurs	   effets	   aussi	   bien	   protecteurs	   que	   délétères	   ont	   été	   établis	   dans	   de	   nombreux	  

modèles	  murins	  pathologiques	  tels	  que	  l’EAE,	  le	  psoriasis	  et	  les	  maladies	  inflammatoires	  de	  

l’intestin.	   En	   résumé,	   les	   Tγδ17	  ont	   été	   démontrés	   comme	   favorisant	   la	   progression	  de	   la	  

maladie	  dans	   les	  modèles	  d’EAE	  et	  de	   lésions	  psoriasiformes	   (Imiquimod	  -‐	  Aldara™)	  tandis	  

qu’ils	   sont	   la	   source	   majeure	   d’IL-‐17	   protective	   intestinale	   dans	   le	   modèle	   DSS	   (dextran	  

sulfate	   de	   sodium)	   d’inflammation	   colique	   aigüe	   (Sutton	   et	   al.,	   2009)	  ;	   (Cai	   et	   al.,	   2011)	  ;	  

(Pantelyushin	  et	  al.,	  2012)	  ;	  (Lee	  et	  al.,	  2015a).	  
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3.4. Identification	  des	  «	  innate	  lymphoid	  cells	  »	  (ILCs)	  

Les	   «	  innates	   lymphoid	   cells	  »	   (ILCs)	   ont	   été	   premièrement	   identifiées	   sur	   la	   base	   de	   leur	  

capacité	  à	   induire	  des	   réponses	   immunitaires	   innées	  essentielles	   face	  à	  différentes	  classes	  

de	  pathogènes.	  Ces	  cellules	  ne	  portent	  pas	  de	  TCR,	  elles	  ne	  peuvent	  donc	  pas	  produire	  une	  

réponse	  spécifique	  d’un	  antigène	  particulier.	  Les	  ILCs	  fournissent	  des	  réponses	  rapides	  face	  

aux	   cytokines	   et	   aux	   divers	   signaux	   microbiens	   auxquels	   elles	   sont	   exposées.	   Elles	  

n’expriment	  pas	  les	  principaux	  marqueurs	  de	  surface	  connus	  associés	  aux	  lignées	  cellulaires	  

immunes	   T,	   B,	   myéloïdes	   et	   granulocytaires	  et	   sont	   donc	   identifiées	   par	   cette	   absence	  

d’expression	  des	  marqueurs	  caractérisant	   les	  autres	   lignées	   immunes,	  d’où	   la	  classification	  

Lin−	  pour	  «	  lineage-‐negative	  ».	  Cependant,	  les	  ILCs	  ont	  une	  morphologie	  de	  type	  lymphoïde	  

et	  expriment	  de	  façon	  variable	  la	  chaîne	  γ	  commune	  (γc	  ou	  CD132),	  l’IL-‐7Rα	  (CD127).	  	  

Par	   ailleurs,	   les	   ILCs	   produisent	   un	   grand	   nombre	   de	   cytokines	   pro-‐inflammatoires	   et	  

immuno-‐régulatrices	  associées	  aux	  lymphocytes	  effecteurs	  T	  CD4+	  (Sonnenberg	  et	  al.,	  2012).	  

En	  2013,	  un	  consortium	  d’experts	  a	  proposé	  une	  nouvelle	  nomenclature	  basée	  sur	  la	  faculté	  

des	  ILCs	  à	  sécréter	  des	  cytokines	  de	  type	  TH1,	  TH2	  ou	  TH17	  (Spits	  et	  al.,	  2013).	  Les	  auteurs	  de	  

cette	  classification	  ont	  décidé	  de	  regrouper	  sous	  le	  terme	  de	  cellules	  lymphoïdes	  innées	  (ILC)	  

les	  ILCs	  ainsi	  que	  les	  cellules	  NK	  et	  les	  cellules	  LTi.	  En	  effet,	  les	  cellules	  NK	  et	  LTi,	  identifiées	  

respectivement	  en	  1975	  (Kiessling	  et	  al.,	  1975b)	  ;	  (Kiessling	  et	  al.,	  1975a)	  ;	  (Pross	  and	  Jondal,	  

1975)	  et	  en	  1997	  (Mebius	  et	  al.,	  1997),	  sont	  les	  membres	  prototypiques	  de	  la	  famille	  ILCs.	  En	  

résumé,	   la	   nomenclature	   de	   2013	   divise	   les	   cellules	   lymphoïdes	   innées	   (ILCs)	   en	   trois	  

grandes	  sous-‐populations	  en	  miroir	  des	  polarisations	  T	  dominantes:	  

-‐ ILCs	  du	  groupe	  1	  (cytokines	  TH1,	  T-‐bet+)	  =	  cellules	  NK	  et	  ILC1s	  

-‐ ILCs	  du	  groupe	  2	  (cytokines	  TH2,	  GATA-‐3+)	  =	  ILC2s	  

-‐ ILCs	  du	  groupe	  3	  (cytokines	  TH17,	  RORγt+)	  =	  ILC3s	  incluant	  les	  LTi	  

Notons	  que	  par	  défaut,	   les	   ILCs	  des	   trois	  groupes	  sont	  nommées	  ILC1s,	   ILC2s	  et	   ILC3s.	  Ces	  

ILCs	  modulent	  localement,	  et	  relativement	  rapidement	  en	  comparaison	  avec	  les	  réponses	  TH,	  

les	  réponses	  de	  type	  inné	  des	  cellules	  épithéliales,	  des	  macrophages	  et	  des	  granulocytes	  et	  

jouent	  un	  rôle	  crucial	  dans	  la	  régulation	  de	  l’immunité	  adaptative.	  Lors	  d’une	  infection,	   les	  

réponses	   rapides	   et	   efficaces	   induites	   par	   les	   ILCs	   permettent	   d’orchestrer	   l’inflammation	  

aigüe	   et	   donc	   de	   promouvoir	   l’immunité	   anti-‐infectieuse.	   De	   la	   même	   manière	   que	   les	  
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effecteurs	   TH,	   chaque	   type	   d’ILCs	   prend	   en	   charge	   des	   catégories	   spécifiques	   d’agents	  

pathogènes,	  donc	  voici	  quelques	  exemples	  chez	  la	  souris	  :	  

-‐ ILC1s	  :	  pathogènes	  intracellulaires	  =	  bactéries	  et	  protozoaires	  (ex.	  Toxplasma	  gondii),	  

-‐ ILC2s	  :	   parasites	   multicellulaires	   typiquement	   extracellulaires	   =	   helminthes	   (exs.	  

Nippostrongylus	  brasiliensis	  et	  Trichuris	  muris),	  

-‐ ILC3s	  :	   bactéries	   et	   champignons	   extracellulaires	   (exs.	   Citrobacter	   rodentium	   et	  

Candida	  albicans).	  	  

3.5. Les	  «	  innate	  lymphoid	  cells	  »	  de	  type	  3	  (ILC3s)	  

Dans	  le	  cadre	  de	  mon	  travail	  de	  thèse,	  je	  me	  suis	  intéressée	  plus	  particulièrement	  à	  l’étude	  

des	   ILC3s.	   Plusieurs	   équipes	   ont	   reporté	   presque	   simultanément	   l’existence	   d’une	  

population	  de	   cellules	   lymphoïdes	   intestinales	   qui	   expriment	   le	   récepteur	   d’activation	  des	  

cellules	  NK	  (NKp46)	  mais	  qui	  portent	  peu	  de	  ressemblances	  fonctionnelles	  avec	  ces	  cellules	  

(Satoh-‐Takayama	  et	  al.,	  2008)	  ;	  (Luci	  et	  al.,	  2009)	  ;	  (Sanos	  et	  al.,	  2009).	  À	  l’instar	  des	  TH17,	  les	  

ILC3s	   dépendent	   du	   facteur	   de	   transcription	   RORγt	   pour	   leur	   développement	   et	   leur	  

fonctionnalité.	   Ces	   ILC3s	   RORγt+	   NKp46+	   produisent	   notamment	   de	   l’IL-‐22	   et	   non	   pas	   des	  

effecteurs	   cytotoxiques	   (perforine	   et	   granzyme)	   comme	   les	   cellules	   NK.	   De	   plus,	   des	  

approches	  de	  «	  fate-‐mapping	  »	  ont	  démontré	  que	  ces	  ILC3s	  ont	  un	  développement	  distinct	  

de	  celui	  des	  cellules	  NK	  conventionnelles	  (Satoh-‐Takayama	  et	  al.,	  2008)	  ;	  (Vonarbourg	  et	  al.,	  

2010).	   Les	  deux	  groupes	  de	   recherche	  précédents	  ont	  aussi	  mis	  en	  évidence	  que	   les	   ILC3s	  

résident	   principalement	   dans	   les	   tissus	   muqueux	   et	   plus	   spécifiquement	   dans	   la	   lamina	  

propria	   intestinale.	   À	   ce	   niveau,	   les	   ILC3s	   jouent	   un	   rôle	   crucial	   dans	   la	   régulation	   de	  

l’équilibre	   délicat	   qui	   existe	   entre	   le	   microbiote	   symbiotique	   et	   le	   système	   immunitaire	  

intestinal	  de	  l’hôte	  (Walker	  et	  al.,	  2013).	  

Des	   études	   récentes	   ont	   permis	   de	   clarifier	   le	   système	  de	   différenciation	   aboutissant	   à	   la	  

formation	  des	   ILCs	  et	  plus	  particulièrement	  des	   ILC3s	  (Sonnenberg	  and	  Artis,	  2015)	  (Figure	  

5).	  Les	  cellules	  à	  l’origine	  de	  leur	  développement	  sont	  les	  progéniteurs	  lymphoïdes	  communs	  

(CLP)	  (Constantinides	  et	  al.,	  2014)	  ;	  (Klose	  and	  Diefenbach,	  2014)	  qui	  résident	  dans	  la	  moelle	  

osseuse	  et	  donnent	  naissance	  à	  trois	  types	  de	  précurseurs	  :	   les	  précurseurs	  des	  cellules	  NK	  

(NKp),	  les	  précurseurs	  des	  ILCs	  (CHILP	  «	  common	  helper	  innate	  lymphoid	  precursors	  »)	  et	  les	  
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précurseurs	  des	   lignées	   lymphocytaires	  B	  et	  T.	  Par	   la	   suite,	   les	  CHILP	  évoluent	  eux-‐mêmes	  

dans	   deux	   directions	  :	   celle	   des	   progéniteurs	   de	   cellules	   LTi	   (Cherrier,	   2014)	   et	   celle	   des	  

progéniteurs	   d’ILCs	   (ILCp).	   L’étape	   d’orientation	   des	   CHILP	   en	   ILCp	   nécessite	   notamment	  

l’expression	  des	  facteurs	  de	  transcription	  GATA-‐3	  (Yagi	  et	  al.,	  2014)	  ;	  (Serafini	  et	  al.,	  2014)	  et	  

PLZF	  (Constantinides	   et	   al.,	   2014).	   Se	   sont	   ces	   ILCp	   qui	   se	   différencient	   ensuite	   en	   ILC1s,	  

ILC2s	  ou	  ILC3s	  sous	  l’action	  des	  stimuli	  présents	  dans	  le	  microenvironnement	  qui	   induisent	  

l’expression	  spécifique	  de	  facteurs	  de	  transcription	  clés.	  	  

	  

Figure 5 Développement et spécificité cytokinique des trois groupes de cellules lymphoïdes innées ILC1s, ILC2s 
et ILC3s. 

 (Figure réalisée selon Sonnenberg & Artis. Nature Medicine. 2015). 

 

À	  ce	  stade,	  le	  développement	  des	  ILC3s	  dépend	  alors	  principalement	  de	  RORγt	  et	  AhR	  (Aryl	  

hydrocarbon	  receptor)	  et	  se	  fait	  en	  présence	  d’IL-‐7	  et	  des	  signaux	  induits	  par	  le	  microbiote.	  

Contrairement	  aux	  cellules	  LTi,	  les	  ILC3s	  RORγt+	  dont	  la	  différenciation	  nécessite	  l’induction	  

précoce	  de	  PLZF	  sont	  déficientes	  en	  CCR6.	  Ces	  ILC3s	  RORγt+	  CCR6−	  expriment	  à	  des	  niveaux	  

variables	  les	  NCRs	  (natural	  cytotoxicity	  receptors)	  tels	  que	  NKp44	  et	  NKp46	  (Vonarbourg	  et	  

al.,	  2010)	   ;	   (Kiss	  et	  al.,	  2011)	  ;	   (Lee	  et	  al.,	  2012a)	  ;	   (Qiu	  et	  al.,	  2012).	  Ainsi,	  parmi	   les	   ILC3s	  



	  

	   41	  

RORγt+	  CCR6−	  on	  distingue	  deux	  grandes	  sous-‐populations	  :	  les	  ILC3s	  NCR−	  et	  les	  ILC3s	  NCR+.	  

Cette	   hétérogénéité	   au	   sein	   des	   ILC3s	   RORγt+	   CCR6−	   est	   sous	   la	   dépendance	   de	   T-‐bet	   qui	  

contrôle	  notamment	  l’expression	  de	  NKp46	  (Klose	  et	  al.,	  2013).	  En	  présence	  d’IL-‐1β	  et	  d’IL-‐

23,	  ces	  deux	  populations	  d’ILC3s	  sécrètent	  des	  cytokines	  diverses	  telles	  que	  l’IL-‐17,	  l’IL-‐22	  et	  

l’IFNγ	  (Satoh-‐Takayama	  et	  al.,	  2008)	  ;	  (Cella	  et	  al.,	  2009)	  ;	  (Sanos	  et	  al.,	  2009).	  

En	  conditions	  non-‐pathologiques	  dans	  l’intestin	  et	   les	  tissus	  lymphoïdes	  associés,	  tant	  chez	  

l’homme	   et	   les	   primates	   non	   humains	   que	   chez	   la	   souris,	   les	   ILC3s	   NCR+	   sont	   la	   source	  

dominante	  d’IL-‐22.	  Notons	  que	  la	  colonisation	  de	   l’intestin	  par	   la	  flore	  commensale	  exerce	  

une	   influence	  considérable	  sur	  cette	  production	  cytokinique	  (Sonnenberg	  and	  Artis,	  2012).	  

L’IL-‐22	   libérée	   par	   les	   ILC3s	   agit	   presque	   exclusivement	   sur	   des	   cellules	   non-‐

hématopoïétiques	   telles	   que	   les	   cellules	   épithéliales	   intestinales	   (CEI)	   et	   stimule	   leur	  

production	  de	  peptides	  antimicrobiens	  (RegIIIγ	  et	  RegIIIβ)	  et	  de	  mucus	  (Muc1,	  3,	  10	  et	  13)	  

(Sonnenberg	   et	   al.,	   2011).	  De	  plus,	   il	   a	   été	   démontré	   chez	   la	   souris	   que	   l’IL-‐22	   favorise	   la	  

colonisation	   de	   l’intestin	   par	   des	   bactéries	   commensales	   diverses	   et	   bénéfiques	   qui	  

protègent	  l’hôte	  contre	  les	  infections	  et	  les	  inflammations	  intestinales.	  En	  effet,	  l’IL-‐22	  induit	  

la	   glycosylation	   et	   la	   fucosylation	   via	   Fut2	   des	   CEI	  ;	   ce	   phénomène	   fournit	   une	   source	   de	  

sucre	   au	   microbiote	   bénéfique	   ce	   qui	   limite	   la	   croissance	   des	   bactéries	   pathogènes	   et	  

opportunistes	  (Pham	  et	  al.,	  2014)	  ;	  (Goto	  et	  al.,	  2014)	  ;	  (Pickard	  et	  al.,	  2014).	  En	  conclusion,	  

la	  production	  d’IL-‐22	  par	  les	  ILC3s	  qui	  requiert	  entre	  autres	  le	  maintien	  de	  l’expression	  d’Id2	  

ainsi	  que	   la	   régulation	  des	  voies	  de	   l’IL-‐23R	  et	  de	   l’Ahr	  est	   indispensable	  au	  contrôle	  de	   la	  

composition	   du	   microbiote	   intestinal	  ;	   notamment	   via	   l’induction	   efficace	   de	   peptides	  

antimicrobiens	  qui	  résulte	  en	  général	  de	  l’action	  synergique	  de	  l’IL-‐22	  et	  l’IL-‐17	  (Guo	  et	  al.,	  

2015)	  ;	  (Sonnenberg	  et	  al.,	  2011).	  

La	  production	  d’IL-‐22	  n’est	  pas	   le	  seul	  mécanisme	  par	   lequel	   les	   ILC3s	  exercent	  une	  action	  

sur	  leur	  environnement.	  Comme	  nous	  venons	  de	  le	  voir,	  les	  ILC3s	  sont	  capables	  de	  réguler	  la	  

flore	  intestinale	  mais	  à	  l’inverse	  les	  bactéries	  commensales	  de	  l’intestin	  sont	  aussi	  en	  mesure	  

d’influencer	   l’activité	   de	   ces	   cellules	   innées.	   Le	   groupe	   de	   Miriam	   Merad	   a	   récemment	  

démontré	  que	   la	  capture	  des	  signaux	  microbiens	  par	   les	  macrophages	  qui	  résident	  dans	   la	  

muqueuse	   intestinale	   stimule	   leur	   production	   d’IL-‐1β.	   L’IL-‐1β	   libéré	   par	   ces	   cellules	  

phagocytaires	  se	  fixe	  sur	  l’IL-‐1R	  porté	  par	  les	  ILC3s	  qui	  sécrètent	  en	  conséquence	  de	  grandes	  

quantités	   de	   GM-‐CSF.	   Le	   GM-‐CSF	   produit	   module	   en	   retour	   l’homéostasie	   des	   cellules	  
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myéloïdes	   et	   induit	   la	   génération	   de	   réponses	   cellulaires	   TREG	   CD4+	   vis-‐à-‐vis	   des	   antigènes	  

alimentaires	  dans	  l’intestin	  (Mortha	  et	  al.,	  2014).	  Ce	  phénomène	  est	  à	  l’origine	  du	  maintien	  

de	  la	  tolérance	  orale	  aux	  antigènes	  alimentaires.	  

Par	  ailleurs,	  il	  a	  été	  démontré	  que	  les	  ILC3s	  RORγt+	  CCR6+	  qui	  correspondent	  aux	  cellules	  LTi	  

de	   l’ancienne	   nomenclature	   expriment	   le	   CMH-‐II	   et	   sont	   capables	   de	   présenter	   des	  

antigènes.	  La	  présentation	  antigénique	  assurée	  par	  les	  ILC3s	  RORγt+	  CMH-‐II+	  n’induit	  pas	  de	  

prolifération	   des	   cellules	   T	   CD4+	   mais	   au	   contraire	   inhibe	   les	   réponses	   lymphocytaires	  

dirigées	   contre	   les	  bactéries	   commensales.	  Chez	   la	   souris,	   la	  déplétion	   spécifique	  de	  cette	  

population	   d’ILC3s	   favorise	   le	   déclenchement	   d’une	   inflammation	   intestinale.	   Les	   ILC3s	  

CMH-‐II+	   limitent	   les	   réponses	  T	  CD4+	  pathogéniques	  par	  des	   interactions	  directes	  avec	  ces	  

lymphocytes	   spécifiques	   des	   bactéries	   commensales	   (Hepworth	   et	   al.,	   2013).	   Dans	   la	  

continuité	  de	  ce	  travail,	   l’équipe	  de	  Gregory	  Sonnenberg	  a	  pu	  établir	  que	  les	  ILC3s	  CMH-‐II+	  

induisent	  la	  mort	  des	  cellules	  T	  CD4+	  activées	  par	  les	  bactéries	  commensales	  de	  l’intestin.	  A	  

l’image	   de	   la	   «	  sélection	   thymique	  »,	   les	   auteurs	   de	   l’étude	   proposent	   de	   nommer	   ce	  

mécanisme	  d’élimination	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+	  pathogéniques	  la	  «	  sélection	  intestinale	  ».	  

Dans	  ce	  modèle,	  les	  ILC3s	  jouent	  un	  rôle	  similaire	  à	  celui	  des	  cellules	  thymiques	  épithéliales	  

(TEC)	   qui	   suppriment	   les	   lymphocytes	   T	   auto-‐réactifs.	  De	   plus,	   ces	   résultats	   chez	   la	   souris	  

peuvent	  être	  corrélés	  à	  des	  observations	  effectuées	  dans	  des	  pathologies	  humaines	  puisqu’il	  

s’avère	   que	   le	   nombre	   d’ILC3s	   CMH-‐II+	   coliques	   est	   diminué	   chez	   des	   patients	   atteints	   de	  

MICI	  (Hepworth	  et	  al.,	  2015).	  	  	  

4. Les	  pathologies	  associées	  à	  l’immunité	  de	  type	  17	  	  

L’implication	   des	   lymphocytes	   TH17	   et	   plus	   largement	   de	   l’ensemble	   de	   cellules	   immunes	  

innées	   ou	   adaptatives	   dépendantes	   de	   RORγt	   a	   été	   mise	   en	   évidence	   dans	   de	   multiples	  

pathologies	   inflammatoires	  et	  auto-‐immunes	  humaines	   incluant	  notamment	   la	   sclérose	  en	  

plaques,	   l’arthrite	   rhumatoïde,	   le	   psoriasis	   et	   les	   maladies	   inflammatoires	   de	   l’intestin	  

comme	  la	  maladie	  de	  Crohn.	  Afin	  d’élucider	  les	  mécanismes	  par	  lesquels	  ces	  divers	  acteurs	  

cellulaires	   exercent	   leur	   pathogénicité	   il	   est	   primordial	   de	   disposer	   de	   bons	   modèles	  

d’études	   de	   ces	   pathologies.	   Au	   cours	   de	   ma	   thèse,	   j’ai	   utilisé	   plusieurs	   modèles	   murins	  

pathologiques	  qui	  ont	  été	  des	  outils	  précieux	  pour	  explorer	  le	  rôle	  joué	  par	  les	  homologues	  

Tmem176a	   et	   Tmem176b	   dans	   le	   développement	   de	   certaines	   maladies	   immunitaires	  

dépendantes	  de	  RORγt.	  
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4.1. Le	  modèle	   EAE	   «	  experimental	   autoimmune	   encephalomyelitis	  »	   de	  
neuro-‐inflammation	  auto-‐immunitaire	  	  

L’EAE	  est	   le	  modèle	  murin	  de	   la	   sclérose	   en	  plaque	   (SEP)	   humaine	   le	   plus	   communément	  

utilisé.	   Dans	   l’EAE	   comme	   dans	   la	   SEP,	   on	   observe	   des	   lésions	   tissulaires	   caractéristiques	  

telles	   que	   des	   altérations	   de	   la	   barrière	   hémato-‐encéphalique,	   des	   infiltrats	   de	   cellules	  

inflammatoires	  dans	   le	   système	  nerveux	   central	   (SNC),	   des	  démyélinisations	   et	   des	  pertes	  

axonales.	   La	   neuro-‐inflammation	   induite	   dans	   le	   modèle	   EAE	   est	   initialement	   causée	   par	  

l’induction	  de	   lymphocytes	   T	   CD4+	   auto-‐réactifs	   spécifiques	   de	   composants	   de	   la	  myéline.	  

Pour	   cela,	  dans	   le	  modèle	   le	  plus	   couramment	  utilisé	  dans	   le	   fond	  génétique	  C57BL/6,	   les	  

souris	  reçoivent	  une	  immunisation	  sous-‐cutanée	  associant	  le	  peptide	  MOG35-‐55	  dérivé	  d’une	  

glycoprotéine	   de	   la	   gaine	   de	   myéline	   des	   oligodendrocytes	   (ou	   «	  myelin	   oligodendrocyte	  

glycoprotein	  »)	  émulsifié	  avec	  un	  adjuvant,	  le	  CFA	  «	  complete	  Freund	  adjuvant	  »	  qui	  contient	  

des	  composants	  mycobactériens	  inactivés	  (Stromnes	  and	  Goverman,	  2006).	  La	  présentation	  

de	  l’antigène	  aux	  cellules	  T	  CD4+	  naïves	  dans	  ce	  contexte	  inflammatoire	  les	  oriente	  vers	  une	  

différenciation	   en	   effecteurs	   TH	   pathogéniques.	   Cependant	   pour	   déclencher	   la	   pathologie	  

chez	  des	  souris	  C57BL/6	   il	  est	   indispensable	  de	   leur	  administrer	  également	  un	  co-‐adjuvant	  

qui	  potentialise	  la	  réponse	  immune	  contre	  le	  peptide	  MOG35-‐55.	  Ce	  co-‐adjuvant	  est	  la	  PTX	  (ou	  

«	  Pertussis	   toxin	  »)	  :	   une	   exotoxine	   dérivée	   de	   la	   bactérie	  Bordetella	   pertussis	   (Levine	   and	  

Sowinski,	  1973)	  ;	  (Bettelli	  et	  al.,	  2003).	  Il	  se	  pourrait	  que	  la	  PTX	  joue	  le	  rôle	  de	  substitut	  des	  

facteurs	   environnementaux	   qui	   déclenchent	   probablement	   la	   SEP	   chez	   certains	   individus	  

génétiquement	  prédisposés	  (Lin	  et	  al.,	  2016).	  L’importance	  des	  facteurs	  environnementaux	  

est	   aussi	   illustrée	   par	   le	   fait	   que	   les	   réponses	   cellulaires	   TH	   effectrices	   et	   régulatrices	  

observées	   dans	   l’EAE	   et	   la	   SEP	   sont	   fortement	   influencées	   par	   les	   micro-‐organismes	  

pathogènes	  et	  commensaux	  (Berer	  and	  Krishnamoorthy,	  2014).	  

Jusqu’à	   la	   découverte	   de	   l’IL-‐23	   (Oppmann	   et	   al.,	   2000),	   les	   équipes	   de	   recherche	  

supposaient	  que	   la	  progression	  de	   la	  pathologie	  EAE	  était	   causée	  par	   les	  TH1	  et	  de	   ce	   fait	  

médiée	  par	  l’IL-‐12.	  Comme	  nous	  l’avons	  déjà	  vu,	  cette	  confusion	  résulte	  de	  l’existence	  d’une	  

sous-‐unité	  commune	  entre	  l’IL-‐12	  et	  l’IL-‐23	  :	  la	  sous-‐unité	  p40.	  Ainsi,	  en	  pensant	  inhiber	  l’IL-‐

12	  via	  le	  ciblage	  de	  la	  sous-‐unité	  p40	  les	  chercheurs	  se	  méprenaient	  et	  observaient	  en	  réalité	  

les	   conséquences	   de	   l’inhibition	   de	   l’IL-‐23.	   Deux	   groupes	   ont	   révélé	   cette	   confusion	   en	  

identifiant	   l’IL-‐23	   comme	   étant	   la	   cytokine	   responsable	   de	   la	  maladie	   EAE	   (Becher	   et	   al.,	  

2002)	  ;	   (Cua	   et	   al.,	   2003).	   Il	   a	   ensuite	   été	   décrit	   que	   l’IL-‐23	   permet	   la	   différenciation	  
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terminale	  des	  lymphocytes	  TH17	  qui	  constituent	  la	  principale	  population	  encéphalitogénique	  

impliquée	  dans	   l’EAE	  (Aggarwal	  et	  al.,	  2003)	  ;	   (Park	  et	  al.,	  2005)	  ;	   (Ivanov	  et	  al.,	  2006).	  Ces	  

TH17	   sont	   notamment	   réputés	   pour	   leur	   production	   d’IL-‐17A,	   d’IL-‐17F,	   d’IL-‐21	   et	   d’IL-‐22	  

(Littman	  and	  Rudensky,	  2010).	  Au	  début	  des	  années	  2000,	  une	  nouvelle	  contradiction	  s’est	  

imposée	   aux	   équipes	   de	   recherche	  :	   aucune	   des	   cytokines	   précédemment	   citée	   n’est	  

obligatoire	  pour	   le	  développement	  de	  l’EAE	  mais	   la	  neuro-‐inflammation	  est	  provoquée	  par	  

RORγt	  et	  l’IL-‐23	  qui	  sont	  caractéristiques	  des	  TH17.	  C’est	  l’analyse	  de	  la	  signature	  moléculaire	  

des	   cellules	   T	   encéphalitogéniques	   qui	   a	   permis	   d’identifier	   le	   GM-‐CSF	   comme	   étant	   la	  

cytokine	  clé	   impliquée	  dans	  l’EAE	  et	  sécrétée	  par	   les	  TH17	  en	  réponse	  à	   l’IL-‐23	  (Langrish	  et	  

al.,	   2005)	  ;	   (Kreymborg	  et	   al.,	   2007).	   Lorsque	   l’on	  neutralise	   (ciblage	  anticorps)	  ou	  élimine	  

(souris	  KO)	  le	  GM-‐CSF,	  les	  souris	  deviennent	  très	  fortement	  résistantes	  à	  l’induction	  de	  l’EAE	  

(McQualter	   et	   al.,	   2001)	  ;	   (Ponomarev	   et	   al.,	   2007).	   De	   plus,	   il	   a	   été	   démontré	   que	   la	  

production	  de	  GM-‐CSF	  par	  les	  TH17	  pathogéniques	  qui	  pénètrent	  le	  SNC	  est	  requise	  pendant	  

la	  phase	  effectrice	  de	   l’EAE	  ;	   le	  GM-‐CSF	   cible	   les	   cellules	  myéloïdes	  qui	   à	   leur	   tour	   font	   la	  

promotion	  d’une	  inflammation	  soutenue	  dans	  le	  SNC	  (Codarri	  et	  al.,	  2011).	  	  

Depuis	  quelques	  années,	  un	  nouveau	  concept	  s’impose	  et	  ce	  notamment	  grâce	  à	  l’étude	  du	  

modèle	  EAE	  :	  il	  existe	  un	  spectre	  de	  phénotypes	  chez	  les	  TH17	  et	  ces	  phénotypes	  divers	  sont	  

associés	   à	   des	   potentiels	   inflammatoires	   variés.	   Les	   sous-‐populations	   TH17	   diffèrent	   dans	  

certains	   de	   leurs	   besoins	   développementaux	   et	   ont	   des	   fonctions	   effectrices	   distinctes	  

(Peters	   et	   al.,	   2011).	   Ainsi,	   bien	   que	   l’ensemble	   des	   TH17	   soit	   initialement	   sous	   la	  

dépendance	  de	  RORγt,	  du	  TGFβ	  et	  de	  l’IL-‐6	  et	  qu’ils	  soient	  tous	  capables	  de	  produire	  de	  l’IL-‐

17A,	  on	  peut	  cependant	  distinguer	  deux	  grandes	  sous-‐populations	  (Figure	  6)	  :	  

-‐ Les	  TH17	  induits	  uniquement	  par	  le	  TGFβ	  et	  l’IL-‐6	  produisent	  spécifiquement	  de	  l’IL-‐

10	  mais	  aussi	  de	   l’IL-‐9,	  de	   l’IL-‐17F	  et	  de	   l’IL-‐22.	  Ces	  TH17	  sont	  de	   faibles	   inducteurs	  

d’inflammation	  et	  ont	  des	  propriétés	   régulatrices	  médiées	  par	   l’IL-‐10	   (Ghoreschi	  et	  

al.,	  2010)	  ;	  (Lee	  et	  al.,	  2012b).	  

-‐ Les	  TH17	  dépendants	  de	  l’IL-‐23	  sécrètent	  spécifiquement	  du	  GM-‐CSF,	  de	  l’IFNγ	  et	  du	  

TNF-‐α	   et	   ont	   des	   fonctions	   pathogéniques	   notamment	   dans	   l’EAE	   (El-‐Behi	   et	   al.,	  

2011)	  ;	  (Codarri	  et	  al.,	  2011)	  ;	  (Hirota	  et	  al.,	  2011)	  ;	  (Haines	  et	  al.,	  2013).	  
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L’hypothèse	  émise	  pour	  expliquer	  ces	  divergences	  phénotypiques	  est	  que	  ces	  deux	  pans	  de	  

l’immunité	  TH17	  auraient	  évolué	  ainsi	  pour	  coordonner	  différents	  domaines	  de	   l’immunité	  

protective	  (Figure	  6)	  (Gaffen	  et	  al.,	  2014)	  :	  

-‐ Les	  TH17	  producteurs	  d’IL-‐10	  grâce	  à	   leurs	  propriétés	   régulatrices	  et	   à	   leurs	   faibles	  

capacités	   inflammatoires	   maintiennent	   l’intégrité	   des	   barrières	   tissulaires	   comme	  

celle	  de	   la	  muqueuse	   intestinale	   (McGeachy	  et	  al.,	  2007)	  ;	   (Esplugues	  et	  al.,	  2011)	  ;	  

(Hirota	  et	  al.,	  2013).	  

-‐ Les	  TH17	  producteurs	  de	  GM-‐CSF	  et	  d’IFNγ	  de	  par	   leur	   fort	  potentiel	   inflammatoire	  

sont	   impliqués	   dans	   la	   promotion	   de	   l’inflammation	   antimicrobienne	   au	   cours	   des	  

infections	   bactériennes	   et	   fongiques	   persistantes	   (Chackerian	   et	   al.,	   2006)	  ;	  

(Kleinschek	  et	  al.,	  2006).	  

Enfin	  une	  étude	  récente	  réalisée	  par	  le	  groupe	  de	  Shaun	  McColl	  a	  permis	  d’établir	  un	  profil	  

caractéristique	  pour	  ces	  deux	  sous-‐populations	  TH17	  sur	  la	  base	  de	  l’expression	  différentielle	  

du	  récepteur	  de	  chimiokines	  CCR2	  (Kara	  et	  al.,	  2015).	  Les	  fonctions	  migratoires	  des	  cellules	  

TH	  effectrices	  sont	  déterminées	  pendant	  leur	  différenciation	  via	  l’induction	  de	  récepteurs	  de	  

chimiokines	   spécifiques.	   Ainsi,	   l’ensemble	   des	   lymphocytes	   CD4+	   TH17	   et	   TREG	   exprime	   le	  

récepteur	   CCR6	   (Yamazaki	   et	   al.,	   2008).	   L’hypothèse	   explicative	   émise	   est	   que	   le	   partage	  

d’un	   même	   potentiel	   migratoire	   permettrait	   aux	   TREG	   de	   contrôler	   les	   inflammations	  

superflues	  et	  potentiellement	  dommageables	  que	  pourraient	  causer	  les	  TH17	  (Comerford	  et	  

al.,	  2010).	  Par	  ailleurs,	  d’autres	  récepteurs	  interviennent	  dans	  la	  migration	  des	  TH17	  ;	  il	  a	  été	  

démontré	  que	  le	  recrutement	  des	  TH17	  pathogéniques	  dans	  le	  SNC	  ne	  dépend	  pas	  de	  CCR6	  

(Elhofy	   et	   al.,	   2009)	  ;	   (Villares	   et	   al.,	   2009)	  mais	   est	   sous	   le	   contrôle	   de	  CCR2	   (Kara	   et	   al.,	  

2015).	  Ainsi,	  les	  TH17	  pathogéniques	  qui	  produisent	  du	  GM-‐CSF	  et	  de	  l’IFNγ	  sont	  CCR2+CCR6+	  

tandis	  que	  les	  TH17	  faiblement	  inflammatoires	  producteurs	  d’IL-‐10	  sont	  CCR2−CCR6+	  (Figure	  

6)	  (Kara	  et	  al.,	  2015).	  



	  

	   46	  

	  

Figure 6 Les deux sous-populations TH17 pathogéniques ou non dans l’EAE.  
Les TH17 CCR2−CCR6+ qui sécrètent de l’IL-10 sont plutôt régulateurs de l’inflammation tandis que les TH17 

CCR2+CCR6+ produisent du GM-CSF et de l’IFNγ  et sont pathogéniques entre autres dans l’EAE (Figure 
réalisée selon Kara et al. Nature Communication. 2015). 

 

4.2. Le	  modèle	  imiquimod	  d’inflammation	  cutanée	  analogue	  au	  psoriasis	  

Le	  psoriasis	   est	   une	  maladie	   chronique	   inflammatoire	  de	   la	  peau	  qui	   affecte	  2	   à	   3%	  de	   la	  

population	   mondiale.	   Cette	   maladie	   est	   caractérisée	   par	   des	   lésions	   cutanées	   au	   sein	  

desquelles	   on	   observe	   une	   prolifération	   excessive	   (acanthose)	   et	   une	   différenciation	  

aberrante	  des	  kératinocytes	  ainsi	  que	  des	  infiltrats	  de	  lymphocytes	  T	  et	  B,	  de	  neutrophiles	  et	  

de	   cellules	   dendritiques	   (DCs)	   (Wagner	   et	   al.,	   2010).	   Le	   psoriasis	   résulte	   d’une	   interaction	  

pathogénique	  active	  entre	  la	  peau	  et	  le	  système	  immunitaire	  de	  l’individu	  atteint	  (Nestle	  et	  

al.,	   2009).	   Comme	   pour	   toutes	   les	   maladies	   inflammatoires	   et	   auto-‐immunes,	   la	  

susceptibilité	   d’un	   individu	   face	   au	   développement	   de	   cette	   maladie	   dépend	   d’une	  

conjonction	   entre	   des	   facteurs	   environnementaux	   facilitateurs	   et	   des	   prédispositions	  

génétiques.	  Les	   lésions	  psoriasisformes	  peuvent	  aussi	  être	   la	  conséquence	  secondaire	  d’un	  

traitement	   attribué	   à	   d’autres	   pathologies.	   En	   effet,	   il	   s’est	   avéré	   que	   la	   crème	   Aldara™	  

utilisée	  pour	  le	  traitement	  local	  des	  cancers	  cutanés	  non-‐mélanomes	  provoque	  chez	  certains	  

patients	  une	  dermatite	  psoriasisforme	  (Gilliet	  et	  al.,	  2004)	  ;	  (Fanti	  et	  al.,	  2006).	  Notons	  que	  

l’Aldara™	   contient	   5%	   d’imiquimod	   (ou	   IMQ)	   un	   agoniste	   du	   TLR7/8	   qui	   a	   été	   associé	   à	  

l’induction	  de	  ces	  lésions	  secondaires.	  
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En	  2009,	   le	  groupe	  d’Erik	  Lubberts	  a	  mis	  à	  profit	   le	  constat	  précédent	  pour	  développer	  un	  

modèle	  murin	  de	  dermatite	  psoriasisforme	  basé	  sur	  l’application	  quotidienne	  d’	  Aldara™	  sur	  

la	  peau	  du	  dos	  et	   les	  oreilles	  des	  animaux	  (van	  der	  Fits	  et	  al.,	  2009).	  La	  pathologie	   induite	  

chez	  les	  souris	  présente	  de	  nombreux	  signes	  cliniques	  en	  commun	  avec	  le	  psoriasis	  humain	  :	  

épaississement,	   présence	   d’écailles,	   érythème,	   acanthose,	   différenciation	   cellulaire	  

anomale,	   néoangiogénèse,	   infiltrats	   de	   neutrophiles,	   de	   cellules	   T,	   de	   DCs	   CD11c+	   et	   de	  

pDCs.	   D’autres	   part,	   les	   auteurs	   de	   cette	   étude	   ont	   décrit	   une	   induction	   de	   l’expression	  

épidermique	   d’IL-‐23,	   d’IL-‐17A	   et	   d’IL-‐17F	   et	   une	   dépendance	   vis	   à	   vis	   de	   ces	   cytokines	  

puisque	  leur	  blocage	  réduit	  le	  développement	  de	  la	  dermatite	  psoriasisforme	  (van	  der	  Fits	  et	  

al.,	  2009).	  

La	  signature	  cytokinique	  TH17	   joue	  donc	  un	  rôle	  prédominant	  dans	   l’induction	  du	  psoriasis	  

cependant	  ce	  sont	  les	  lymphocytes	  Tγδ	  et	  non	  pas	  les	  TH17	  qui	  sont	  la	  source	  majeure	  d’IL-‐

17A/F	  et	  d’IL-‐22	  (Pantelyushin	  et	  al.,	  2012).	  Les	   ILCs	  RORγt+	  ont	  aussi	  une	   implication	  dans	  

l’induction	  de	  cette	  maladie	  puisque	   les	   souris	  Rag2−/−	   ayant	   subi	  un	   traitement	   IMQ	  sont	  

capables	   de	   développer	   une	   pathologie,	   bien	   que	   celle-‐ci	   soit	   moins	   sévère	   que	   chez	   les	  

souris	  WT.	  De	  plus,	  la	  présence	  d’IL-‐22	  demeure	  détectable	  chez	  les	  animaux	  Rag2−/−	  traités	  

avec	   de	   l’IMQ	   (Pantelyushin	   et	   al.,	   2012)	  ;	   (Van	  Belle	   et	   al.,	   2012).	   Les	   lymphocytes	   Tγδ	   à	  

l’origine	  de	   la	  pathologie	   sont	  dépendants	  de	   l’IL-‐23	  et	   appartiennent	  aux	  Tγδ17	  «	  innate-‐

like	  »	  CD27−	  (Ribot	  et	  al.,	  2009).	  Ces	  lymphocytes	  expriment	  faiblement	  le	  TCR	  γδ	  et	  ont	  donc	  

été	  nommés	  cellules	  Tγδ-‐low	  ou	  cellules	  T	  GDL	  (Mabuchi	  et	  al.,	  2011).	  Les	  cellules	  Tγδ17	  sont	  

retrouvées	  dans	  le	  derme	  murin	  et	  humain	  lors	  d’une	  dermatite	  psoriasiforme	  ;	  en	  effet	  ces	  

cellules	  Tγδ17	  sont	  présentes	  à	  une	  fréquence	  élevée	  dans	  les	  lésions	  psoriasiques	  humaines	  

(Cai	  et	  al.,	  2011).	   Les	  Tγδ17	  Vγ4+	   sont	  à	  opposer	  aux	   lymphocytes	  Tγδ	  Vγ5+	   résidents	  dans	  

l’épiderme	  murin	  normal	  et	  qui	  n’expriment	  pas	  de	  significativement	  l’IL-‐17A	  et	  l’IL-‐22	  (Gray	  

et	  al.,	  2013).	  De	  façon	  intéressante,	  il	  a	  récemment	  été	  démontré	  que	  chez	  la	  souris	  suite	  à	  

une	   stimulation	  Aldara™	   les	   lymphocytes	   Tγδ	   responsables	  de	   la	   dermatite	  psoriasisforme	  

sont	  capables	  d’établir	  une	  mémoire	  à	  long	  terme	  dans	  le	  derme.	  Ces	  cellules	  T	  Vγ4+	  Vδ4+	  de	  

type	  mémoire	   ont	   des	   fonctions	   effectrices	   supérieures	   et	   induisent	   une	   inflammation	  

secondaire	   plus	   forte	   lors	   d’un	   second	   traitement	   (Hartwig	   et	   al.,	   2015).	   Cette	   mémoire	  

quasi-‐innée	   est	   en	   cohérence	   avec	   les	   observations	   cliniques	   effectuées	   chez	   l’homme	   et	  
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pourrait	   expliquer	   les	   rechutes	   et	   la	   chronicité	   constatées	   chez	   les	   patients	   atteints	   de	  

psoriasis.	  

L’étiologie	  du	  psoriasis	  n’est	  pas	  complètement	  comprise	  mais	  on	  sait	  que	  la	  prévalence	  de	  

cette	   maladie	   est	   supérieure	   dans	   les	   pays	   industrialisés	   (Parisi	   et	   al.,	   2013)	   et	   que	   le	  

microbiote	  exerce	  en	  général	  une	  forte	  activité	  régulatrice	  sur	  l’induction	  des	  maladies	  auto-‐

immunes	   (Perera	   et	   al.,	   2012).	   Une	   étude	   datée	   de	   2015	   apporte	   une	   nouvelle	   preuve	   à	  

l’appui	   de	   cette	   hypothèse	  :	   les	   auteurs	   de	   ce	   travail	   ont	   démontré	   que	   le	   traitement	  

antibiotique	  néonatal	   de	   souris	   provoque	  une	  dysbiose	  du	  microbiote	   intestinal	   et	   cutané	  

chez	   ces	   animaux	   à	   l’âge	   adulte.	  Lorsque	   l’on	   soumet	   ces	   souris	   à	   un	   traitement	   IMQ,	   on	  

constate	  une	  augmentation	  de	  la	  production	  de	  cytokines	  pro-‐inflammatoires	  par	  les	  cellules	  

Tγδ	  qui	  entraîne	  une	  exacerbation	  du	  psoriasis	  par	  rapport	  à	  des	  animaux	  n’ayant	  pas	  reçu	  

de	   traitement	   antibiotique	   à	   un	   âge	   juvénile.	   Ces	   résultats	   renforcent	   la	   pertinence	  d’une	  

transposition	  de	  ce	  type	  de	  recherche	  chez	  l’homme	  (Zanvit	  et	  al.,	  2015).	  

Le	   développement	   du	   psoriasis	   dépend	   de	   façon	   critique	   de	   l’axe	   IL-‐23/IL-‐17/IL-‐22.	   Les	  

approches	  thérapeutiques	  testées	  en	  clinique	  sont	  donc	  basées	  sur	  le	  blocage	  de	  certains	  de	  

ces	  médiateurs	   inflammatoires	   via	   l’administration	   d’anticorps	   tels	   que	   l’IL-‐12/23	   anti-‐p40	  

(ou	   ustekinumab)	   et	   l’anti-‐IL-‐17A	   (ou	   secukinumab).	   De	   façon	   importante,	   ces	   deux	  

traitements	   anticorps	   sont	   capables	   de	   diminuer	   très	   efficacement	   la	   gravité	   des	   lésions	  

psoriasiques	  ;	  par	  ailleurs	  une	  étude	  randomisée	  publiée	  en	  2015	  suggère	  que	  l’efficacité	  du	  

secukinumab	  serait	  supérieure	  à	  celle	  de	  l’ustekinumab	  (Langley	  et	  al.,	  2014)	  ;	  (Thaci	  et	  al.,	  

2015).	  

4.3. Les	  maladies	  inflammatoires	  chroniques	  de	  l’intestin	  (MICI)	  

Les	   maladies	   inflammatoires	   chroniques	   de	   l’intestin	   (ou	   MICI)	   sont	   caractérisées	   par	  

l’inflammation	   de	   la	   paroi	   du	   tube	   digestif	   en	   lien	   avec	   une	   hyperactivité	   du	   système	  

immunitaire.	   Les	  MICI	   regroupent	   la	  maladie	  de	  Crohn	  et	   la	   recto-‐colite	  hémorragique	  qui	  

sont	   toutes	   deux	   des	   maladies	   débilitantes	   pour	   lesquelles	   il	   n’existe	   pas	   de	   traitement	  

curatif.	   Les	   patients	   atteints	   de	  MICI	   passent	   par	   une	   alternance	   de	   phases	   de	   poussées	  

inflammatoires	  (fièvre,	  diarrhée,	  saignements,	  crampes	  et	  pertes	  de	  poids)	  et	  de	  rémissions	  

(Abraham	  and	  Cho,	  2009).	  	  Notons	  qu’au	  cours	  des	  dernières	  décennies,	  l’incidence	  des	  MICI	  

a	   augmenté	   de	   façon	   constante	   (Xavier	   and	   Podolsky,	   2007).	   Comme	   nous	   l’avons	   déjà	  

évoqué,	   le	   développement	   de	   ce	   type	   de	   maladies	   inflammatoires	   est	   fortement	   lié	   à	   la	  



	  

	   49	  

conjonction	  entre	  des	   facteurs	  génétiques	  prédisposant	  et	  des	   facteurs	  environnementaux	  

variés	  et	  est	  associé	  à	  une	  dérégulation	  du	  microbiote	  intestinal	  (Manichanh	  et	  al.,	  2012).	  	  

Les	  causes	  initiales	  à	  l’origine	  des	  MICI	  sont	  encore	  mal	  comprises.	  Cependant,	  l’IL-‐23	  a	  été	  

clairement	   identifiée	   comme	   étant	   l’un	   des	   acteurs	   favorisant	   les	  mécanismes	   d’immuno-‐	  

pathogénicité.	  Ainsi,	   dans	   la	  maladie	   de	  Crohn,	   les	   SNPs	   (single-‐nucleotide	  polymorphism)	  

du	   locus	  de	   l’IL-‐23R	  sont	  associés	  de	   façon	  négative	  avec	   la	  maladie.	  De	  plus,	  des	  patients	  

présentant	   une	   maladie	   de	   Crohn	   active	   ont	   montré	   un	   nombre	   supérieur	   de	   cellules	  

exprimant	   l’IL-‐23	   et	   l’IL-‐17A	   dans	   la	   lamina	   propria	   intestinale	   (Holtta	   et	   al.,	   2008).	  

Néanmoins,	   de	   plus	   en	   plus	   d’évidences	   suggèrent	   que	   l’IL-‐23	   et	   l’IL-‐17	   ont	   des	   effets	  

opposés	   dans	   leurs	   contributions	   aux	   immuno-‐pathologies	   intestinales.	   En	   effet,	   il	   a	   été	  

démontré	  que	   l’IL-‐23	  qui	  assure	  notamment	   la	  différenciation	  terminale	  et	   l’expansion	  des	  

TH17	  effecteurs	  fortement	  pathogènes,	  orchestre	  la	  chronicité	  et	  la	  sévérité	  des	  pathologies	  

dans	  des	  modèles	  murins	  d’EAE	  et	  de	  MICI	  (Park	  et	  al.,	  2005)	  ;	  (Yen	  et	  al.,	  2006)	  ;	  (McGeachy	  

et	  al.,	  2009).	  Au	  contraire,	  il	  a	  été	  suggéré	  que	  l’IL-‐17A	  remplisse	  plutôt	  un	  rôle	  de	  maintien	  

de	  la	  fonction	  de	  la	  barrière	  épithéliale	  intestinale	  (Kinugasa	  et	  al.,	  2000).	  

Les	  études	  chez	  l’homme	  ainsi	  que	  chez	  les	  modèles	  animaux	  de	  colites	  ont	  permis	  d’établir	  

que	   la	   régulation	  des	  processus	   inflammatoires	   à	   l’origine	  des	  MICI	   est	   étroitement	   liée	   à	  

l’activité	   des	   cellules	   RORγt+.	   Le	   modèle	   murin	   de	   colite	   au	   DSS	   a	   été	   exploité	   par	   de	  

nombreuses	  équipes	  de	  recherche	  pour	  élucider	   les	  mécanismes	  cellulaires	  mis	  en	   jeu	   lors	  

d’une	   inflammation	   colique	   aigüe.	   Dans	   ce	   modèle	   qui	   mime	   la	   pathologie	   humaine	   de	  

recto-‐colite	   hémorragique,	   les	   animaux	   sont	   abreuvés	   pendant	   plusieurs	   jours	   consécutifs	  

avec	   de	   l’eau	   additionnée	   de	   dextran	   sulfate	   de	   sodium	   (DSS).	   Ce	   composé	   induit	   de	  

sérieuses	   lésions	   de	   la	   muqueuse	   intestinale	   essentiellement	   au	   niveau	   du	   colon	   et	   du	  

rectum	  des	  animaux	  traités	  (Wirtz	  et	  al.,	  2007).	  Dans	  ce	  modèle	  de	  colite	  aigüe,	  la	  pathologie	  

peut	  être	  schématiquement	  divisée	  en	  deux	  phases	  :	  	  

-‐ Une	   phase	   initiale	   d’attaque	   de	   la	   muqueuse	   intestinale	  (le	   traitement	   dure	   en	  

général	   5	   jours)	   :	   lors	   de	   cette	   étape	   le	   DSS	   provoque	   l’apparition	   de	   lésions	  

tissulaires	   et	   l’augmentation	  de	   la	   perméabilité	   de	   l’épithélium	   intestinal	   (perte	   de	  

poids).	  



	  

	   50	  

-‐ Une	   phase	   secondaire	   de	   réparation	   tissulaire	  :	   le	   processus	   de	   restauration	   de	  

l’intégrité	   de	   l’épithélium	   intestinal	   et	   de	   retour	   à	   un	   état	   homéostatique	   est	  

rapidement	   initié	  car	   il	  dépend	  principalement	  de	   l’activité	  d’acteurs	   innés	  tels	  que	  

les	  ILC3s	  à	  travers	  l’IL-‐22.	  Malgré	  cela,	  l’amélioration	  clinique	  (reprise	  de	  poids)	  n’est	  

observable	  que	  plusieurs	  jours	  après	  l’arrêt	  du	  traitement	  (±	  10	  jours	  après	  le	  début	  

du	  traitement).	  

En	  2004,	  une	  étude	  a	  mis	  en	  évidence	  le	  rôle	  protecteur	  de	  l’IL-‐17A	  dans	  ce	  modèle	  murin	  

puisque	   la	   neutralisation	   de	   cette	   cytokine	   provoque	   une	   aggravation	   des	   dommages	  

tissulaires	   intestinaux	   (Ogawa	  et	  al.,	   2004).	   Les	   résultats	   cliniques	  vont	   le	  même	  sens	   ;	  un	  

essai	   de	   phase	   II	   testant	   l’impact	   de	   l’administration	   d’un	   anti-‐IL-‐17A	   (secukinumab)	   a	  

montré	   une	   inefficacité	   et	   même	   une	   aggravation	   de	   la	   maladie	   de	   Crohn	   suite	   à	   ce	  

traitement	  (Hueber	  et	  al.,	  2012).	  À	  l’opposé,	  l’inhibition	  en	  clinique	  de	  l’IL-‐23	  a	  produit	  des	  

résultats	  prometteurs	  chez	  des	  patients	  atteints	  par	   la	  maladie	  de	  Crohn	  ;	  que	  ce	  soit	  avec	  

un	   ciblage	   commun	   des	   voies	   IL-‐12/IL-‐23	   via	   un	   anticorps	   anti-‐p40	   (ustekinumab)	   ou	  

spécifique	   de	   l’IL-‐23	   avec	   un	   anti-‐p19	   (MEDI2070)	   (Sandborn	   et	   al.,	   2012)	  ;	   (Sands	   et	   al.,	  

2015).	  

En	  2015,	  le	  groupe	  de	  Daniel	  Cua	  a	  apporté	  un	  éclairage	  intéressant	  sur	  les	  mécanismes	  par	  

lesquels	   l’IL-‐17A	   exerce	   un	   effet	   protecteur	   sur	   la	  muqueuse	   intestinale	   dans	   un	   contexte	  

pathologique	   inflammatoire	  de	  type	  MICI	   (Lee	  et	  al.,	  2015a).	  Les	  auteurs	  ont	  tiré	  profit	  du	  

modèle	  de	  colite	  au	  DSS	  et	  ont	  mis	  en	  évidence	  que,	   lors	  de	   l’attaque	  épithéliale,	   l’IL-‐17A	  

régule	   la	   localisation	   cellulaire	   de	   l’occludine	  :	   une	   protéine	   constitutive	   des	   jonctions	  

serrées.	  Les	  jonctions	  serrées	  assurent	  la	  cohésion	  des	  épithéliums,	   leur	  régulation	  par	  l’IL-‐

17A	  permet	  donc	  de	  limiter	  l’augmentation	  de	  la	  perméabilité	  et	  de	  maintenir	  l’intégrité	  de	  

la	  barrière	  épithéliale	  intestinale.	  Les	  auteurs	  de	  cette	  étude	  ont	  identifié	  les	  cellules	  Tγδ	  IL-‐

23R+	   comme	   étant	   la	   source	   majoritaire	   d’IL-‐17A	   protectrice	   dans	   l’intestin	   lors	   de	  

l’inflammation	  aigüe.	  D’autre	  part,	   ils	  ont	  établi	  que	   la	  production	  d’IL-‐17A	  par	  ces	  cellules	  

Tγδ	  qui	  résident	  dans	  la	  lamina	  propria	  colique	  ne	  dépend	  pas	  de	  la	  présence	  d’IL-‐23	  (Lee	  et	  

al.,	  2015a).	  On	  peut	  donc	  en	  conclure	  que,	   chez	   la	   souris,	   l’inhibition	  de	   l’IL-‐23	  permet	  de	  

préserver	  la	   libération	  intestinale	  d’IL-‐17A	  protectrice	  tout	  en	  limitant	  l’inflammation	  aigüe	  

dans	   le	   modèle	   de	   colite	   au	   DSS.	   Ce	   dernier	   point	   est	   fondamental	   pour	   une	   meilleure	  

compréhension	  et	  une	  amélioration	  des	  approches	  thérapeutiques	  actuelles.	  



	  

	   51	  

Les	  cellules	  Tγδ	  productrices	  d’IL-‐17A	  ne	  sont	  pas	  les	  seules	  à	  exercer	  une	  activité	  bénéfique	  

lors	   des	   pathologies	   inflammatoires	   de	   l’intestin.	   En	   effet,	   les	   ILC3s	   apparaissent	   comme	  

particulièrement	   importantes	   puisque	   plusieurs	   études	   ont	   relevé	   une	   diminution	   du	  

nombre	   d’ILC3s	   dans	   les	   tissus	   intestinaux	   de	   patients	   atteints	   de	  MICI	   (Takayama	   et	   al.,	  

2010)	  ;	   (Bernink	   et	   al.,	   2013).	   Grâce	   à	   l’étude	   du	  modèle	  murin	   de	   colite	   au	   DSS,	   il	   a	   été	  

démontré	  que	  les	  ILC3s	  RORγt+	  interviennent	  dans	  les	  mécanismes	  de	  réparation	  tissulaire.	  

C’est	  via	  la	  production	  d’IL-‐22	  que	  les	  ILC3s	  assurent	  la	  réparation	  de	  l’épithélium	  et	  donc	  le	  

maintien	  de	  la	  fonction	  de	  la	  barrière	  intestinale	  (Sawa	  et	  al.,	  2011).	  Malgré	  l’accumulation	  

de	  publications	  faisant	  état	  de	  la	  fonction	  protective	  des	  ILC3s	  dans	  les	  MICI	  ainsi	  que	  dans	  

les	  modèles	  animaux	  qui	   leurs	  sont	  associés,	  une	  contradiction	  demeure	  puisque	  quelques	  

études	   chez	   des	   patients	   atteints	   de	   MICI	   ont	   noté	   une	   augmentation	   de	   la	   fréquence	  

d’ILC3s	   pro-‐inflammatoires	   dans	   les	   tissus	   intestinaux	   de	   ces	   individus	   (Geremia	   et	   al.,	  

2011)	  ;	   (Powell	   et	   al.,	   2015).	   Diverses	   hypothèses	   permettent	   cependant	   d’expliquer	   ces	  

données	  aparemment	  contradictoires	  et	   font	   rentrer	  en	   jeu	   la	  diversité	  et	   la	  plasticité	  des	  

ILCs	  ainsi	  que	  la	  variabilité	  des	  phénotypes	  cliniques	  des	  patients	  et	  des	  biopsies	  tissulaires	  

analysées.	  	  

La	  plasticité	  des	  ILCs	  est	  parfaitement	  illustrée	  par	  une	  étude	  de	  2013	  dans	  laquelle	  il	  a	  été	  

mis	  en	  évidence	  que	  les	  ILC3s	  peuvent	  perdre	  l’expression	  de	  RORγt	  et	  en	  parallèle	  réguler	  à	  

la	   hausse	   T-‐bet.	   Ces	   «	  ex-‐ILC3s	  »	   se	   développent	   suite	   à	   une	   stimulation	   par	   de	   l’IL-‐12	   ou	  

après	   l’induction	  par	   le	  DSS	  de	  dommages	  tissulaires	   intestinaux	  (Bernink	  et	  al.,	  2013).	   	  En	  

accord	  avec	  ces	  résultats	  obtenus	  chez	  la	  souris,	  les	  auteurs	  de	  l’étude	  ont	  observé	  chez	  des	  

patients	   atteints	   de	  MICI	   une	   augmentation	   de	   la	   fréquence	   des	   ILC1s	   en	   parallèle	   de	   la	  

diminution	  des	  ILC3s	  dans	  les	  tissus	  intestinaux	  (Bernink	  et	  al.,	  2013).	  Ainsi,	  l’ensemble	  des	  

résultats	   évoqués	   précédemment	   est	   en	   faveur	   d’un	   rôle	   protecteur	   des	   ILC3s	   via	   le	  

maintien	  de	  l’homéostasie	  et	  la	  limitation	  des	  inflammations	  intestinales	  tant	  chez	  la	  souris	  

que	  chez	  l’homme.	  	  

Enfin,	   une	   étude	   très	   récente	   du	   groupe	   de	   Gregory	   Sonneberg	   (Withers	   et	   al.,	   2016)	   a	  

montré	   qu’un	   ciblage	   limité	   dans	   le	   temps	   de	   RORγt	   par	   de	   petites	  molécules	   inhibitrices	  

affectait	   principalement	   les	   cellules	   TH17	   tout	   en	   épargnant	   les	   fonctions	   protectrices	   des	  

ILC3s	   au	   niveau	   de	   la	   muqueuse	   intestinale.	   Cette	   nouvelle	   voie	   thérapeutique	   est	   donc	  

prometteuse	  pour	  le	  traitement	  des	  MICI.	  Cependant,	  d’autres	  voies	  alternatives	  au	  ciblage	  
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de	  RORγt	   ou	   de	   quelques	   cytokines	   clés	   restent	   à	   explorer	   au	   regard	   de	   nombreux	   gènes	  

spécifiques	  de	  l’immunité	  de	  type	  17	  dont	  les	  fonctions	  sont	  encore	  à	  ce	  jour	  complètement	  

inconnues.	   	  
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B.	   Rôle	  de	  Tmem176b	  (Torid)	  dans	  le	  système	  immunitaire	  

1. Identification	  de	  Tmem176b	  dans	  un	  modèle	  d’allogreffe	  

La	   recherche	   de	   nouveaux	   mécanismes	   moléculaires	   immunorégulateurs	   impliqués	   dans	  

l’induction	   de	   tolérance	   est	   un	   enjeu	   majeur	   de	   la	   recherche	   en	   transplantation.	   Cette	  

problématique	  a	  conduit	  notre	  équipe	  à	  l’étude	  de	  l’expression	  différentielle	  de	  gènes	  dans	  

un	   contexte	   de	   tolérance	   par	   rapport	   à	   un	   rejet.	   Dans	   le	   modèle	   de	   tolérance	   choisi,	   le	  

receveur	   est	   traité	   par	   des	   transfusions	   de	   sang	   spécifique	   du	   donneur	   (TSD).	   Il	   a	   été	  

démontré	   que	   les	   transfusions	   sanguines	   spécifiques	   du	   donneur,	   administrées	  

préalablement	   d’une	   transplantation,	   peuvent	   induire	   une	   tolérance	   à	   des	   allogreffes	  

vascularisées,	   notamment	   chez	   les	   rongeurs	   (Fabre	   and	   Morris,	   1972)	  ;	   (Soulillou	   et	   al.,	  

1984)	  ;	   (Josien	   et	   al.,	   1998).	   La	   comparaison	   du	   profil	   d’expression	   génique	   de	   greffons	  

tolérés	  via	  des	  TSD	  à	  celui	  de	  greffons	  en	  rejet	  a	  conduit	  notre	  groupe	  à	   l’identification	  du	  

gène	  Tmem176b	   (Louvet	   et	   al.,	   2005).	   Initialement	   nommé	  Torid	   pour	   «	  tolerance-‐related	  

and	   induced	  transcript	  »,	  ce	  gène	  est	  apparu	  fortement	  surexprimé	  dans	   les	  cellules	  non	  T	  

infiltrant	  les	  allogreffes	  cardiaques	  tolérées	  chez	  le	  rat	  (Figure	  7).	  

	  

Figure 7 Surexpression de Tmem176b dans les allogreffes cardiaques non rejetées chez les rats receveurs 
traités par TSD en comparaison des contrôles en rejet aigu.  

(Figure réalisée selon Louvet et al. American Journal of Transplantation. 2005) 

 

Le	  gène	  Tmem176b/Torid,	   identifié	  chez	   le	   rat,	  est	   relativement	  bien	  conservé	  au	  sein	  des	  

espèces	  :	   on	   le	   retrouve	   chez	   l’ensemble	   des	   mammifères	   et	   chez	   les	   poissons	   osseux	  

(Zuccolo	  et	  al.,	  2010).	  Les	  gènes	  TMEM176B/LR8	  et	  Tmem176b/Clast1	  sont	  les	  orthologues	  

humain	   et	   murin	   de	   Tmem176b/Torid.	   La	   comparaison	   de	   la	   séquence	   amino-‐acidique	  

prédite	  de	  la	  protéine	  humaine	  TMEM176B	  indique	  une	  forte	  identité	  de	  séquence,	  de	  taille	  

et	  de	  structure	  avec	  les	  membres	  de	  la	  famille	  MS4A	  pour	  «	  membrane-‐spanning	  4-‐domains	  

subfamily	  A	  »	  (Louvet	  et	  al.,	  2005).	  De	  même	  que	  TMEM176B,	  les	  protéines	  MS4A	  ont	  une	  
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taille	   comprise	   entre	   150	   et	   300	   acides	   aminés	   et	   elles	   possèdent	   quatre	   domaines	  

transmembranaires.	   De	   plus,	  TMEM176B	   présente	   la	  même	   organisation	   intron/exon	   que	  

les	  gènes	  MS4A.	  	  

La	   famille	  des	  gènes	  MS4A	  est	  encore	  mal	  caractérisée	  et	   la	  compréhension	  de	   leurs	  rôles	  

biologiques	   demeure	   faible.	   Chez	   l’homme,	   elle	   regroupe	   18	   molécules	   dont	   le	   CD20	  

(MS4A1)	  et	   le	  FcεRIβ	   (MS4A2)	   (Eon	  Kuek	  et	  al.,	  2016).	  L’analyse	  phylogénique	  des	   familles	  

MS4A	  et	  de	  TMEM176B	  a	  permis	  d’établir	  une	  similarité	  de	  10	  à	  20%	  entre	  leurs	  séquences	  

en	  acides	  aminés	  (Louvet	  et	  al.,	  2005)	  ;	   (Zuccolo	  et	  al.,	  2010).	  Cependant,	   les	  gènes	  de	  ces	  

deux	   familles	   sont	   situés	   sur	   des	   chromosomes	   différents	   et	   ont	   une	   conservation	   de	  

séquence	   assez	   faible	   entre	   toutes	   les	   espèces.	   Ainsi,	  TMEM176B	   serait	   issu	   d’un	   ancêtre	  

commun	   aux	   gènes	  MS4A	   et	   aurait	   divergé	   à	   la	   suite	   de	   multiples	   duplications	   et	   d’une	  

translocation	   chromosomique	   (Louvet	   et	   al.,	   2005)	  ;	   (Zuccolo	   et	   al.,	   2010).	   Ces	   données	  

suggèrent	   de	   probables	   divergences	   de	   fonctions	   entre	   la	   famille	   MS4A	   et	   TMEM176B	  

malgré	   une	   parenté	   certaine	   et	   une	   expression	   commune	   dans	   les	   cellules	  

hématopoïétiques.	  

2. Tmem176b	   est	   exprimé	   préférentiellement	   par	   les	   cellules	   myéloïdes	  
immatures	  

Les	   résultats	   obtenus	   lors	   de	   l’étude	   initiale,	  menée	  par	   Louvet	   et	   al.	   en	  2005	  ont	  permis	  

d’établir	  que	  Tmem176b	   est	  exprimé	  dans	  de	   très	  nombreux	   tissus	  en	  dehors	  du	   système	  

hématopoïétique	  mais	  que	  son	  expression	  préférentielle	  se	  situe	  dans	  les	  tissus	  lymphoïdes	  

chez	  le	  rat.	  De	  plus,	  le	  gène	  Tmem176b	  est	  exprimé	  majoritairement	  par	  les	  macrophages	  et	  

les	  cellules	  dendritiques	  fraîchement	  isolées	  ainsi	  que	  par	  les	  cellules	  dendritiques	  dérivées	  

in	   vitro	   à	   partir	   de	   la	  moelle	   osseuse.	   La	   forte	   expression	   native	   de	   Tmem176b	   observée	  

dans	   les	   cellules	   fraîchement	   isolées	   est	   drastiquement	   diminuée	   suite	   à	   une	   stimulation	  

cellulaire.	  La	  corrélation	   inverse	  observée	  entre	   le	  niveau	  d’expression	  de	  Tmem176b	  et	   le	  

statut	  d’activation	  des	  cellules	  myéloïdes	  est	  retrouvée	  tant	  chez	   l’homme	  que	  chez	   le	  rat.	  

En	  outre,	  TMEM176B	  jouerait	  un	  rôle	  dans	  la	  maturation	  des	  cellules	  dendritiques	  puisque	  la	  

transduction	   de	   cette	   protéine	   affecte	   leur	   différenciation	  en	   diminuant	   l’expression	   des	  

molécules	   de	   costimulation	   et	   la	   sécrétion	   de	   cytokines	   inflammatoires.	   Ces	   données	  

obtenues	   in	   vitro,	   associées	   à	   la	   forte	   expression	   dans	   les	   cellules	   myéloïdes	   infiltrant	   le	  

greffon	   toléré,	   suggéraient	   que	   TMEM176B	   favorise	   la	   présentation	   tolérogénique	  
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d’antigènes	   par	   les	   cellules	   présentatrices	   (macrophages	   et	   cellules	   dendritiques).	   Ce	  

phénomène	  participerait	  à	   la	   tolérance	  aux	  allo-‐antigènes	  suite	  au	  traitement	  par	  TSD	   lors	  

d’une	  greffe.	  

Actuellement,	   les	   stratégies	   thérapeutiques	   visent	   à	   réduire	   la	   lourdeur	   des	   traitements	  

immunosuppresseurs	   consécutifs	   aux	   transplantations	   d’organes	   ou	   administrés	   aux	  

patients	  touchés	  par	  des	  désordres	  auto-‐immuns.	  L’une	  des	  voies	  explorées	  pour	  répondre	  à	  

ce	   défi	   réside	   dans	   la	   combinaison	   de	   thérapies	   cellulaires	   à	   des	   doses	   d’immuno-‐

suppressions	  réduites.	  Notre	  équipe	  (dirigée	  par	  Maria	  Cristina	  Cuturi)	  participe	  à	  cet	  effort	  

via	  l’étude	  du	  transfert	  de	  cellules	  dendritiques	  tolérogènes	  en	  transplantation.	  Les	  cellules	  

dendritiques	   tolérogènes	   autologues	   (Beriou	   et	   al.,	   2005)	  ;	   (Segovia	   et	   al.,	   2011)	  

représentent	  une	  stratégie	  prometteuse	  en	  raison	  de	   leur	  relative	  facilité	  de	  génération	  et	  

de	  leur	  capacité	  à	  prolonger	  la	  survie	  d’allogreffes	  (Beriou	  et	  al.,	  2005)	  ;	  (Peche	  et	  al.,	  2005)	  ;	  

(Hill	  and	  Cuturi,	  2010)	  ;	  	  (Hill	  et	  al.,	  2011).	  Dans	  le	  cadre	  du	  consortium	  européen	  «	  The	  ONE	  

Study	  »,	  elles	  sont	  désormais	  en	  phase	  I/II	  d’essai	  clinique	  chez	  des	  patients	  greffés	  rénaux	  

(Moreau	  et	  al.,	  2012).	  

3. La	  génération	  d’une	  souris	  KO	  pour	  Tmem176b	  

Il	  a	  été	  démontré,	  chez	   l’homme	  et	   le	   rongeur,	  que	   les	  cellules	  dendritiques	   immatures	  et	  

tolérogènes	   expriment	   fortement	   Tmem176b	   (Louvet	   et	   al.,	   2005)	  ;	   (Condamine	   et	   al.,	  

2010)	  ;	   Segovia	   et	   al.	   2014).	   Ces	   cellules	   évoquées	   précédemment	   représentent	   donc	   un	  

choix	  pertinent	  pour	  l’étude	  du	  gène	  Tmem176b.	  	  

Cependant,	   lors	   de	   l’identification	   de	   Torid/Tmem176b	   chez	   le	   rat,	   il	   était	   impossible	   de	  

générer	  des	  rats	  déficients	  pour	  un	  gène.	  Cette	  limitation	  technique	  représentait	  un	  obstacle	  

majeur	  pour	  ouvrir	   les	  perspectives	  de	  recherche	  dans	  ce	  modèle.	  Cet	  état	  de	   fait	  a	  porté	  

préjudice	  aux	  études	  chez	  le	  rat	  jusqu’à	  l’apparition	  de	  la	  technologie	  des	  nucléases.	  Grâce	  à	  

ces	   nouveaux	   outils	   de	  modification	   du	   génome	   le	   premier	   rat	   KO	   a	   été	   généré	   quelques	  

années	  plus	   tard	  par	  une	  équipe	  de	  notre	  unité	   via	   l’utilisation	  des	  TALENs	   (Tesson	  et	   al.,	  

2011).	  

Les	  limitations	  techniques	  de	  l’époque	  (Louvet	  et	  al.,	  2005)	  ont	  donc	  conduit	  notre	  groupe	  à	  

s’orienter	   vers	   la	   génération	   d’une	   souris	   déficiente	   pour	   Tmem176b.	   Cette	   souris	  

Tmem176b–/–	   a	   été	   conçue,	   en	   collaboration	   avec	   l’Institut	   Clinique	   de	   la	   Souris	   (ICS	   -‐	  
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Strasbourg),	  par	  ciblage	  d’une	  région	  comprenant	  les	  exons	  1	  et	  2	  du	  gène.	  La	  délétion	  a	  été	  

réalisée	   par	   recombinaison	   homologue	   dans	   des	   cellules	   souches	   embryonnaires	  murines.	  

Les	  souris	  Tmem176b+/+	  (WT)	  et	  Tmem176b–/–	  (KO)	  utilisées	  en	  expérimentation	  résultent	  de	  

plus	  de	  dix	  croisements	  sur	  le	  fond	  génétique	  C57BL/6	  (Segovia	  et	  al.,	  2014)	  ;	  (Drujont	  et	  al.,	  

2016).	  

4. Tmem176b	  est	  requis	  pour	  l’activité	  immunorégulatrice	  de	  cellules	  dendritiques	  
tolérogènes	  	  

Chez	  la	  souris,	   le	  transfert	  de	  cellules	  dendritiques	  tolérogènes	  autologues	  combinées	  à	  un	  

traitement	   anticorps	   anti-‐CD3	   prolonge	   efficacement	   la	   survie	   d’une	   allogreffe	   de	   peau	  

(antigènes	  mineurs	  mâles).	   En	   revanche,	   les	  mêmes	   cellules	   dendritiques	   issues	   de	   souris	  

Tmem176b–/–	  perdent	  cette	  capacité	  (Segovia	  et	  al.,	  2014).	  Cette	  absence	  d’effet	  tolérogène	  

a	   été	   associée	   à	   un	   défaut	   d’induction	   de	   lymphocytes	   T	   CD8+CD11c+	   spécifiques	   des	  

antigènes	   du	   donneur	   et	   précédemment	   identifiés	   comme	   régulateurs	   dans	   d’autres	  

modèles	   (Seo	   et	   al.,	   2004).	   L’expression	   de	   TMEM176B	   par	   les	   cellules	   dendritiques	  

tolérogènes	   est	   donc	   requis	   à	   l’induction	   de	   cellules	   T	   CD8+	   régulatrices	   favorisant	   la	  

prolongation	  de	  survie	  de	  la	  greffe	  de	  peau	  (Segovia	  et	  al.,	  2014).	  	  

5. TMEM176B	   	  participe	  au	  phénomène	  de	  présentation	  croisée	  dans	   les	  cellules	  
dendritiques	  tolérogènes	  

Les	   cellules	   dendritiques	   tolérogènes	   sont	   capables	   de	   moduler	   la	   réponse	   alloimmune	  

contre	   le	   greffon	  en	   favorisant	  notamment	   l’induction	  de	   lymphocytes	   T	  CD4+	   régulateurs	  

(TREG)	  et	  en	  diminuant	  la	  réactivité	  des	  cellules	  T	  contre	  les	  antigènes	  du	  donneur	  (Yates	  et	  

al.,	  2007)	  ;	  (Baas	  et	  al.,	  2014).	  Dans	  l’étude	  réalisée	  par	  Segovia	  et	  al.	  en	  2014,	  la	  réduction	  

de	   la	   réponse	   allogénique	   contre	   le	   greffon	   passerait	   par	   la	   présentation	   tolérogène	   des	  

antigènes	   du	   donneur	   par	   les	   cellules	   dendritiques	   transférées.	   Comme	   nous	   l’avons	   vu	  

précédemment,	  les	  cellules	  dendritiques	  Tmem176b–/–	  n’améliorent	  pas	  la	  survie	  du	  greffon.	  

Cependant,	  le	  chargement	  de	  ces	  cellules	  Tmem176b–/–	  avec	  les	  antigènes	  mâles	  spécifiques	  

du	  donneur	  restaure	  la	  prolongation	  de	  survie	  de	  l’allogreffe	  (Segovia	  et	  al.,	  2014).	  L’absence	  

d’effet	   observé	   lors	   d’un	   transfert	   de	   cellules	   dendritiques	   Tmem176b–/–	   peut	   donc	  

s’expliquer	  par	  une	  défaillance	  du	  processus	  de	  présentation	  antigénique.	  

Une	  faillite	  de	  la	  présentation	  antigénique	  croisée	  expliquerait	  la	  délétion	  de	  la	  population	  T	  

CD8+	  régulatrice	  et	  donc	  l’échec	  de	  prolongation	  de	  survie	  de	  l’allogreffe.	  Des	  expériences	  de	  
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présentation	   antigénique	   in	   vitro	   ont	   confirmées	   cette	   hypothèse.	   Ainsi,	   la	   protéine	  

TMEM176B	  est	  requise	  pour	  la	  présentation	  antigénique	  croisée	  des	  antigènes	  exogènes	  aux	  

cellules	  T	  CD8+.	  Cependant,	  TMEM176B	  n’impacte	  ni	  la	  présentation	  de	  ces	  antigènes	  sur	  le	  

CMH	  de	  classe	  II	  aux	  cellules	  T	  CD4+,	  ni	  la	  présentation	  des	  antigènes	  endogènes	  via	  le	  CMH	  

de	  classe	  I	  aux	  cellules	  T	  CD8+	  (Segovia	  et	  al.,	  2014).	  	  

La	  présentation	  croisée	  est	  le	  phénomène	  qui	  assure	  la	  présentation	  des	  antigènes	  exogènes	  

sur	  les	  molécules	  du	  CMH	  de	  classe	  I	  	  (CMH-‐I)	  et	  permet	  l’activation	  des	  lymphocytes	  T	  CD8+	  

en	   effecteurs	   cytotoxiques	   ou	   régulateurs,	   selon	   le	   contexte	   (Figure	   8).	   Deux	   types	   de	  

présentation	  croisée	  on	  été	  décrits	  :	  la	  voie	  «	  cytosolique	  »	  et	  la	  voie	  «	  vacuolaire	  »	  (Joffre	  et	  

al.,	  2012).	  Dans	  les	  deux	  cas,	   le	  passage	  des	  antigènes	  dans	  les	  endosomes	  et	  phagosomes	  

est	   un	   élément	   contradictoire	   avec	   une	   conservation	   de	   peptides	   non	   complètement	  

dégradés	   puisqu’il	   s’agit	   de	   compartiments	   hostiles	  ;	   l’environnement	   y	   est	   acide	   et	  

hautement	  protéolytique	  (Amigorena	  and	  Savina,	  2010).	  In	  vivo,	  la	  présentation	  croisée	  est	  

principalement	  effectuée	  par	  les	  cellules	  dendritiques	  (Mellman	  and	  Steinman,	  2001).	  Parmi	  

l’ensemble	   des	   cellules	   présentatrices	   d’antigènes	   (CPA),	   les	   cellules	   dendritiques	   sont	   les	  

seules	   à	   rassembler	   les	   critères	   nécessaires	   à	   une	   dégradation	   limitée	   des	   antigènes	  

permettant	   leur	   liaison	  avec	   le	  CMH-‐I	   (Accapezzato	  et	   al.,	   2005).	   En	   comparaison	  avec	   les	  

macrophages,	   les	   protéases	   lysosomales	   sont	   exprimées	   à	   un	   plus	   faible	   niveau	   dans	   les	  

cellules	  dendritiques	   (Delamarre	  et	  al.,	  2005)	  et	   le	  pH	  est	  moins	  acide.	  Ces	  deux	  éléments	  

sont	   indispensables	   au	   bon	   fonctionnement	   du	   processus	   de	   présentation	   croisée	   des	  

antigènes.	  

Le	  contrôle	  du	  pH	  dans	  les	  endosomes	  et	  phagosomes	  est	  un	  élément	  clé	  de	  la	  présentation	  

croisée.	  Plusieurs	  mécanismes	  sont	  à	  l’origine	  de	  l’alcalinisation	  (pH7,5)	  des	  compartiments	  

endocytiques	  dans	   les	  cellules	  dendritiques.	  D’une	  part,	   l’assemblage	  de	   la	  V-‐ATPase	  a	  été	  

décrit	   comme	   incomplet	   dans	   les	   lysosomes	   des	   cellules	   dendritiques	   immatures.	   La	  

réduction	  de	  l’activité	  de	  cette	  pompe,	  chargée	  de	  l’import	  des	  protons	  dans	  la	  lumière	  des	  

lysosomes,	  induit	  une	  augmentation	  du	  pH	  (Trombetta	  et	  al.,	  2003).	  	  D’autre	  part,	  l’enzyme	  

NADPH	  NOX2	  est	  recrutée	  très	  efficacement	  via	  Rab27a	  dans	  les	  endosomes	  et	  phagosomes	  

des	  cellules	  dendritiques	  (Savina	  et	  al.,	  2006)	  ;	  (Jancic	  et	  al.,	  2007).	  Cette	  enzyme	  s’oppose	  à	  

l’effet	  de	   la	  V-‐ATPase	  en	  générant	  des	  espèces	   réactives	  oxygénées	   (ROS).	   La	   synthèse	  de	  
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ROS	  dans	   la	   lumière	  des	  phagosomes	  consomme	  des	  protons.	  Ainsi,	   l’activité	  enzymatique	  

de	  la	  NADPH	  NOX2	  favorise	  l’alcalinisation	  des	  compartiments	  endocytiques.	  	  

6. TMEM176B	  est	  un	   canal	   cationique	   intracellulaire	   impliqué	  dans	   la	   régulation	  
du	  pH	  phagosomal	  

Des	  études	  protéomiques	  ont	  suggéré	  que	   la	  protéine	  TMEM176B	  est	  exprimée	  au	  niveau	  

de	   la	  membrane	   des	   phagosomes	   dans	   les	  macrophages	   (Shui	   et	   al.,	   2008)	  ;	   (Trost	   et	   al.,	  

2009).	   Notre	   équipe	   a	   démontré	   que	   TMEM176B	   peut	   être	   détectée	   à	   la	  membrane	   des	  

endosomes	  et	  phagosomes	  dans	  les	  cellules	  dendritiques	  tolérogènes	  (Segovia	  et	  al.,	  2014).	  

Ces	  données	  de	   localisation	   renforcent	   l’hypothèse	  d’une	  participation	  de	  TMEM176B	  aux	  

mécanismes	  moléculaires	  mis	  en	  jeu	  dans	  les	  compartiments	  endocytiques.	  

Comme	  nous	   l’avons	  vu	  précédemment,	   le	  contrôle	  du	  pH	  est	   indispensable	  au	  traitement	  

des	   antigènes	   exogènes	   dans	   la	   lumière	   du	  phagosome.	  Or,	   dans	   les	   cellules	   dendritiques	  

Tmem176b–/–,	  le	  pH	  post-‐phagocytose	  est	  transitoirement	  supérieur	  à	  celui	  mesuré	  dans	  les	  

cellules	  dendritiques	  Tmem176+/+	   (Segovia	  et	   al.,	   2014).	   Ces	   résultats	   suggèrent	  un	  défaut	  

d’acidification	  des	  compartiments	  endocytiques	  en	  l’absence	  de	  TMEM176B.	  Le	  maintien	  du	  

pH	   résulte	  de	   l’équilibre	  de	  multiples	   flux	   ioniques.	   En	   conséquence,	   notre	   groupe	  a	   émis	  

l’hypothèse	  que	  TMEM176B	  pourrait	  assurer	  une	  fonction	  de	  canal	   ionique	  (Segovia	  et	  al.,	  

2014).	  

L’appartenance	  de	  TMEM176B	  à	  la	  famille	  des	  protéines	  MS4A	  a	  été	  évoquée	  au	  début	  de	  

ce	  chapitre	  (Louvet	  et	  al.,	  2005)	  ;	  (Zuccolo	  et	  al.,	  2010).	  Cette	  parenté	  phylogénique	  étaye	  la	  

théorie	   d’une	   fonction	   de	   canal	   ionique.	   En	   effet,	   le	   membre	   le	   mieux	   caractérisé	   de	   la	  

famille	  MS4A,	   	   le	   CD20	   est	   exprimé	   uniquement	   par	   les	   lymphocytes	   B	   et	   régule	   les	   flux	  

calciques	   consécutifs	   à	   l’activation	   du	   récepteur	   d’antigènes	   de	   ces	   cellules	   (Polyak	   et	   al.,	  

2008)	  ;	   (Zuccolo	   et	   al.,	   2010).	   De	   la	   même	   manière,	   MS4A12,	   un	   homologue	   du	   CD20	  

participe	   à	   l’entrée	   du	   calcium	  dans	   les	   cellules	   épithéliales	   de	   l’intestin	   (Koslowski	   et	   al.,	  

2008).	  	  

Des	  expériences	  d’électrophysiologie	  ont	  prouvées	  que	  TMEM176B	  pouvait	   induire	  un	  flux	  

cationique	   (Na+,	  K+)	  non	  sélectif	  et	   sensible	  au	  pH	  acide	   (Segovia	  et	  al.,	  2014).	  TMEM176B	  

est	  exprimé	  à	  la	  membrane	  des	  phagosomes	  et	  l’activité	  de	  la	  V-‐ATPase	  y	  est	  perturbée	  dans	  

les	  cellules	  Tmem176b–/–.	  TMEM176B	  favoriserait	  donc	  l’activité	  de	  cette	  pompe	  à	  protons	  

en	   exportant	   des	   charges	   positives	   (Na+)	   hors	   du	   phagosome,	   dans	   le	   cytosol	   (Figure	   8).	  
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TMEM176B	   est	   un	   canal	   cationique	   qui	   impacte	   la	   présentation	   antigénique	   croisée	   en	  

participant	   à	   la	   maîtrise	   du	   pH	   dans	   les	   compartiments	   endocytiques	   des	   cellules	  

dendritiques	  (Segovia	  et	  al.,	  2014).	  	  

	  

Figure 8 TMEM176B est un canal ionique intracellulaire impliqué dans la régulation du pH phagosomal dans les 
cellules dendritiques (DC). 

 (Figure réalisée selon Segovia et al. American Journal of Transplantation. 2014) 

 

7. Hypothèse	  d’une	  redondance	  fonctionnelle	  entre	  Tmem176b	  et	  son	  homologue	  	  
Tmem176a	  	  	  

La	  recherche	  de	  séquences	  protéiques	  homologues	  à	  TMEM176B/LR8	  a	  révélé	  l’existence	  de	  

HCA112	  pour	  «	  human	  Hepatocellular	  Carcinoma-‐associated	  Antigen	  112	  ».	  Cette	  protéine	  

possède	   28,5%	  de	   similarité	   avec	   TMEM176B	   (Louvet	   et	   al.,	   2005).	   Elle	   a	   initialement	   été	  

identifiée	   comme	   potentiel	   antigène	   de	   tumeur	   chez	   des	   patients	   atteints	   de	   carcinomes	  

hépatocellulaires	   (Wang	  et	   al.,	   2002).	  GS188,	   l’orthologue	  murin	  de	  HCA112	  a	   été	   associé	  

aux	  gènes	  liés	  à	  l’immunité	  dans	  les	  cellules	  tubulaires	  proximales	  de	  souris	  exposées	  à	  une	  

protéinurie	  (Nakajima	  et	  al.,	  2002).	  

HCA112/TMEM176A	   est	   le	   gène	   paralogue	   à	   TMEM176B.	   TMEM176B	   et	   son	   homologue	  

HCA112/TMEM176A	   sont	   situés	   sur	   le	   même	   locus	   génomique	   :	   chromosome	   7	   chez	  

l’homme,	  6	  chez	   la	  souris	  et	  4	  chez	   le	  rat.	  De	  plus,	   ils	  sont	   localisés	  au	  voisinage	   immédiat	  

l’un	  de	  l’autre	  sur	  le	  chromosome	  et	  sont	  positionnés	  en	  opposition	  directionnelle	  (Figure	  9).	  
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De	  même	  que	  TMEM176B,	  TMEM176A	  est	  apparentée	  à	   la	  famille	  MS4A	  ;	  ensembles	  elles	  

constituent	   la	   petite	   famille	   TMEM176.	   Les	   protéines	   TMEM176	   seraient	   issues	   d’une	  

translocation	  chromosomique	  d’un	  membre	  ancestral	  de	  la	  famille	  MS4A,	  les	  deux	  familles	  

ont	   ensuite	   évolué	   en	   parallèle	   grâce	   à	   des	   duplications	   géniques	   (Louvet	   et	   al.,	   2005)	  ;	  

(Zuccolo	  et	  al.,	  2010).	  	  

	  

Figure 9 Les homologues Tmem176a et Tmem176b sont en position inversée sur le même locus et sont portés 
par le chromosome 6 chez la souris 

 

Comme	   nous	   l’avons	   vu	   précédemment	   pour	   TMEM176B,	   son	   homologue	   est	   aussi	   une	  

protéine	  à	  quatre	  domaines	  transmembranaires	  localisée	  à	  la	  membrane	  de	  compartiments	  

intracellulaires	  (Figure	  10).	   Il	  a	  également	  été	  démontré	  que	  les	  protéines	  TMEM176A	  et	  B	  

pouvaient	   se	   multimériser	   et	   interagir	   ensembles,	   d’où	   le	   postulat	   d’un	   complexe	  

membranaire	  intracellulaire	  (Condamine	  et	  al.,	  2010).	  Suite	  à	  l’identification	  de	  Tmem176b	  

chez	  le	  rat,	  notre	  groupe	  a	  élargi	  l’étude	  aux	  deux	  homologues	  Tmem176a/b	  chez	  la	  souris.	  

Les	  protéines	  TMEM176A/B	  sont	  co-‐exprimées	  et	  ont	  le	  même	  profil	  d’expression	  tissulaire	  

(poumons,	   reins,	   rate)	   et	   cellulaire	   (cellules	   myéloïdes	   majoritairement)	   et	   elles	   jouent	  

toutes	   les	   deux	   un	   rôle	   dans	   le	   maintien	   de	   l’immaturité	   des	   cellules	   dendritiques	   en	  

diminuant	  l’expression	  des	  molécules	  de	  costimulation	  (Louvet	  et	  al.,	  2005)	  ;	  (Condamine	  et	  

al.,	  2010).	  

	  

Figure 10 Les protéines TMEM176A et TMEM176B sont des protéines intracellulaires de structure homologue 
possédant quatre domaines transmembranaires. 

(Figure tirée de Drujont et al. Scientific Reports. 2016) 
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Puisque	   TMEM176A	   et	   TMEM176B	   appartiennent	   à	   la	   même	   famille	   et	   partagent	  

d’importantes	  similarités	  d’organisation	  des	   introns/exons,	  de	   localisation	   intracellulaire	  et	  

de	  structure,	  il	  est	  tentant	  de	  conclure	  que,	  à	  l’image	  de	  son	  homologue,	  TMEM176A	  exerce	  

également	  une	  activité	  de	  canal	  ionique.	  	  
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C.	   Hypothèse	   d’un	   rôle	   de	   Tmem176a	   et	   b	   dans	   les	   cellules	  
RORγt+	  

Diverses	  études	  récentes	  ont	  élargi	  l’analyse	  de	  l’expression	  des	  homologues	  Tmem176a	  et	  

Tmem176b	   au-‐delà	   de	   la	   lignée	  myéloïde.	   Auparavant,	   notre	   équipe	   avait	   établi	   que	   leur	  

expression	  était	  très	  faible	  dans	  les	  cellules	  T	  naïves	  ou	  stimulées	  à	  court	  terme	  par	  le	  TCR	  

sans	  polarisation	   spécifique	   (Louvet	  et	   al.,	   2005)	  ;	   (Condamine	  et	  al.,	   2010).	  Cependant,	   la	  

question	  restait	  ouverte	  et	  non	  examinée	  quant	  à	  une	  possible	  expression	  dans	   les	   lignées	  

TH1	  ou	  TH2	  −	  les	  TH17	  n’étant	  alors	  pas	  encore	  formellement	  caractérisées	  −	  ainsi	  que	  dans	  

les	  plus	   récemment	  décrites	  TREG	  Foxp3+.	  En	  ce	   sens	  et	  de	   façon	  surprenante,	   l’analyse	  en	  

2012	  de	  données	  de	  puces	  ADN	  comparant	   les	   transcriptomes	  de	  TREG	  d’origine	   thymique	  

(anciennement	  appelées	  “naturelles”)	  et	  de	  TREG	  périphériques	  (“adaptatives”)	  a	  permis	  de	  

mettre	   en	   évidence	   une	   expression	   relative	   plus	   forte	   de	   Tmem176b	   dans	   ces	   dernières	  

(Yadav	  et	  al.,	   2012).	  Cette	  observation	   indiquait	  que	  Tmem176b	   puisse	  avoir	  une	   fonction	  

dans	   des	   différentiations	   T	   particulières,	   notamment	   en	   lien	   avec	   une	   signalisation	   par	   le	  

TGFβ.	  

Les	  lymphocytes	  T	  CD4+	  font	  partie	  des	  cellules	  immunes	  les	  mieux	  caractérisées.	  Pourtant,	  

les	  mécanismes	  moléculaires	  assurant	   la	   spécialisation	  des	  différentes	   sous-‐populations	  TH	  

se	   sont	   pas	   encore	   clairement	   élucidés.	   En	  parallèle	   de	  notre	   intérêt	   pour	   l’expression	  de	  

Tmem176b	  dans	  les	  lymphocytes	  T,	  une	  publication	  importante	  du	  groupe	  de	  Dan	  Littman	  a	  

permis	  de	  décrire	  en	  détail	  le	  réseau	  de	  régulation	  transcriptionnel	  des	  TH17	  (Ciofani	  et	  al.,	  

2012).	   Cette	   analyse	   a	   conduit	   à	   l’identification	   de	   onze	   cibles	   directes	   de	   RORγt	   parmi	  

lesquelles	   des	   gènes	   largement	   étudiés	   comme	   l’Il17a,	   l’Il17f	   ou	   l’Il23r	   mais	   aussi	   cinq	  

nouvelles	   cibles	   qui,	   de	   façon	   inattendue,	   incluaient	   Tmem176b	   et	   son	   homologue	  

Tmem176a	   (Figure	   11).	   La	   réalisation	   au	   laboratoire	   d’expériences	   de	   différenciations	   in	  

vitro	  de	   cellules	   T	  CD4+	   a	   ensuite	  permis	  de	  mettre	  en	   lumière	  une	  expression	  quasiment	  

exclusive	  de	  ces	  deux	  gènes	  dans	  les	  cellules	  TH17	  en	  comparaison	  aux	  autres	  polarisations	  

testées	  (TH1,	  TH2	  et	  TREG).	  De	  ces	  résultats	  découle	  l’hypothèse	  selon	  laquelle	  Tmem176a	  et	  

Tmem176b	  pourraient	   jouer	  un	  rôle	   fondamental	  dans	   la	  biologie	  des	  TH17	  en	   intervenant	  

en	  aval	  du	  recrutement	  de	  RORγt.	  
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Figure 11 Représentation des onze gènes directement régulés par le facteur de transcription RORγt. 
Cette étude a été réalisée par le groupe de Dan Littman chez la souris : les six gènes en noir étaient déjà 

reconnus comme étant des cibles de RORγt avant 2012 ; les cinq autres gènes sont des cibles nouvellement 
identifiées (Figure réalisée selon Ciofani et al. Cell. 2012). 

 

L’expression	   des	   gènes	   Tmem176a	   et	   b	   apparait	   directement	   régulée	   par	   RORγt	   qui	   est	  

essentiel	  aux	  TH17	  mais	  qui	  est	  également	  primordial	  pour	  d’autres	  cellules	  immunes	  telles	  

que	   les	   ILC3s.	   Il	   nous	   semblait	   donc	   pertinent	   de	   s’intéresser	   à	   l’expression	   des	   transcrits	  

Tmem176a	  et	  b	  au	  sein	  de	  ces	  ILC3s	  et	  plus	  largement	  dans	  l’ensemble	  des	  ILCs.	  Nous	  avons	  

ainsi	  observé	  une	  expression	  forte	  et	  préférentielle	  de	  ces	  deux	  homologues	  dans	  les	  ILC3s	  

en	  comparaison	  avec	  les	  ILC1s.	  Ces	  résultats	  ont	  été	  renforcés	  par	  une	  étude	  importante	  du	  

groupe	   de	   Marco	   Colonna	   (Robinette	   et	   al.,	   2015)	   qui	   a	   établi	   une	   signature	   génique	  

définissant	   les	   ILCs	  en	  contraste	  avec	   la	   lignée	  classique	  NK	  et	  qui	  mettait	  en	  exergue	  cinq	  

transcrits	  incluant	  Tmem176a	  et	  b	  (Figure	  12).	  Néanmoins,	  dans	  cette	  étude,	  l’expression	  de	  

Tmem176a,	   Tmem176b,	   Cxcr6	   et	   l’Il7r	   apparait	   significativement	   plus	   forte	   dans	   les	   ILC3s	  

comparées	  aux	  autres	  ILCs,	  en	  accord	  avec	  nos	  observations.	  

	  

Figure 12 Les trois groupes d’ILCs ont une signature génique commune. 
Cette signature ILCs regroupe un nombre de gènes restreints dont les deux homologues Tmem176a et 

Tmem176b (Figure réalisée selon Robinette et al. Nature Immunology. 2015). 
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À	  partir	  de	  ces	  observations	  initiales	  de	  l’expression	  de	  Tmem176a	  et	  b	  dans	  des	  cellules	  de	  

la	  famille	  RORγt,	  j’ai	  donc	  décidé	  d’orienter	  l’essentiel	  de	  mon	  travail	  de	  thèse	  sur	  l’étude	  du	  

rôle	  de	  ces	  deux	  homologues	  dans	  l’immunité	  de	  type	  17.	  Ce	  travail	  sera	  tout	  d’abord	  décrit	  

sous	  la	  forme	  d’un	  article	  publié	  en	  mars	  2016	  dans	  Scientific	  Reports	  (Drujont	  et	  al.,	  2016)	  

notamment	  à	  travers	  l’étude	  de	  la	  souris	  «	  simple	  KO	  »	  Tmem176b−/−.	  Puis,	  je	  présenterai	  en	  

deuxième	   partie	   les	   résultats	   préliminaires	   que	   j’ai	   obtenus	   sur	   l’étude	   des	   souris	  

doublement	  déficientes	  pour	  les	  deux	  homologues.	  
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RESULTATS	  

A.	   Article	  publié	  dans	  Scientific	  Reports,	  «	  RORγt+	  cells	  selectively	  
express	   redundant	   cation	   channels	   linked	   to	   the	   Golgi	  
apparatus	  »	  (Drujont	  et	  al.	  2016)	  

Ce	  travail	  d’étude	  de	  Tmem176a	  et	  b	  dans	  les	  cellules	  RORγt+	  à	  pour	  objectif	  de	  répondre	  à	  

trois	  questions	  principales	  :	  

-‐ Tmem176a	  et	  b	  sont-‐ils	  préférentiellement	  exprimés	  dans	  différents	  types	  de	  cellules	  

de	  la	  famille	  RORγt	  ?	  	  

Pour	  répondre	  à	  cette	  première	  question,	   je	  me	  suis	   intéressée	  chez	   la	  souris	  à	   l’étude	  de	  

trois	  populations	  RORγt+:	  les	  TH17,	  les	  ILC3s	  intestinales	  et	  les	  lymphocytes	  Tγδ17.	  

-‐ Quelle	  est	  la	  localisation	  intracellulaire	  de	  ces	  homologues	  dans	  les	  cellules	  TH17	  ?	  

Cette	   interrogation	  est	   fondamentale	  puisque	   contrairement	   aux	   cellules	   dendritiques,	   les	  

lymphocytes	   TH17	   qui	   sont	   au	   cœur	   de	   ce	   projet	   ne	   sont	   pas	   des	   cellules	   capables	   de	  

phagocytose,	   la	   fonction	   de	   régulation	   de	   la	   présentation	   croisée	   apparaît	   donc	   très	  

éloignée.	  L’identification	  de	  la	  localisation	  des	  homologues	  dans	  les	  TH17	  peut	  nous	  fournir	  

des	  pistes	  précieuses	  quant	  à	  leur	  fonction	  spécifique	  dans	  cette	  différenciation	  particulière.	  

De	  plus,	  aucune	  étude	  exhaustive	  de	  localisation	  intracellulaire	  n’a	  été	  effectuée	  par	  le	  passé	  

y	  compris	  dans	  les	  cellules	  dendritiques.	  

-‐ Quel	   est	   l’impact	   de	   la	   déficience	   pour	   Tmem176b	   (souris	   «	  simple	   KO	  »)	   dans	   le	  

développement	  de	  pathologies	  auto-‐immunes/inflammatoires	  associées	  aux	  cellules	  

RORγt+	  ?	  

Il	  s’agit	  d’une	  question	  centrale	  de	  mon	  travail	  de	  thèse.	  Je	  me	  suis	  intéressée	  à	  l’étude	  des	  

trois	   modèles	   d’auto-‐immunité/inflammation	   décrits	   dans	   la	   première	   partie	   de	  

l’introduction	  :	   le	  modèle	  EAE	  d’auto-‐immunité,	  des	  modèles	  murins	  de	  MICI	  (au	  DSS	  et	  de	  

transfert	  de	   lymphocytes	  T	  CD4+	  naïfs	  CD45RBhi	  dans	  des	   souris	   immuno-‐déficientes)	  et	   le	  

modèle	  de	  dermatite	  psoriasiforme	  induit	  par	  l’IMQ	  (crème	  Aldara™).	  
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RORγt+$cells$selectively$express$
redundant$cation$channels$linked$to$
the$Golgi$apparatus
Lucile$Drujont5,$Aurélie$Lemoine5,$Aurélie$Moreau5,$Géraldine$Bienvenu5,$Mélanie$Lancien5,$
Thierry$Cens6,$Flora$Guillot5,$Gaëlle$Bériou5,$Laurence$BouchetEDelbos5,$Hans$Jörg$Fehling7,$
Elise$���+ ���&5,$Arnaud$B.$Nicot5,$Pierre$Charnet6,$Jérôme$C.$Martin5,8,9,$$
Régis$Josien5,8,9,$Maria$Cristina$Cuturi5,*$&$Cédric$Louvet5,*

RetinoidErelated$orphan$receptor$gamma$t$(RORγt)$is$a$master$transcription$factor$central$to$type$
5;����&��%*���' �'��������$�$&����$������!�#�5;/��# &!�7�����%���*�!� �������$� #�	
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strongly$expressed$in$these$RORγt+�����$0������� �$%#�%��%��%�����5;:���������)����%���$�����#�
cation$channel$activity$and$mainly$colocalise$in$close$proximity$to$the$transEGolgi$network.$Strikingly,$
in$the$mouse,$the$loss$of$��������$is$systematically$associated$with$a$strong$upregulation$of$
��������.$While$���������$�����1��,�����*���$�� ��+��%� ��%���� &#$�� ���)!�#����%����&% ���&���
����!��� �*���%�$/�������� #����1���&����� ��%�$/��%�$����,���%�*�#��&��$����"&�� �1���&����!$ #��$�$1
�����$������.����%� �0����$��,�����$�$��������%� ����! %��%����*�� '���$!���,��!# ��$$��������% �! $%1
� ����%#�-������� #�� �&��%����%����&��%� �� �����γt+$cells$and$indicate$that$both$homologues$should$
���$��&�%��� &$�*�%�#��%���% �����#�*���&����%��%���# ��� ��%��$���%#�����&��#�� ��. (0

CD4+ Th17 cells were definitely recognised as a distinct Th subset, along with Th1 and Th2, a decade ago owing to 
the identification of RORγ t as their master transcription factor1. While Th1 and Th2 cells are required for the con-
trol of intracellular pathogens or extracellular worms respectively, Th17 cells appear essential for proper defence 
against extracellular bacteria and fungi2. Moreover, it is now established that deregulated IL-17 secretion by Th17 
cells also contributes to the development of several immune-mediated inflammatory diseases (IMIDs)3, and a 
number of clinical trials aiming at evaluating the therapeutic value of IL-17 or IL-17R blockade have been con-
ducted that led to both impressive and disappointing results, depending on the disease targeted4,5. Interestingly, 
RORγ t function as a master regulator of transcription is not restricted to Th17 cells but also extends to group 3 
innate lymphoid cells (ILC3s), which are regarded as their innate counterparts6. Additionally, RORγ t+ expres-
sion is also detected in IL-17-producing γ δ  T cells that emerge as important players in inflammatory diseases as 
well7–10. Unveiling novel and specific aspects of RORγ t+ lymphocytes beyond their cytokine production is thus 
important to better understand their actions during physiological and/or deregulated immune responses.

Tmem176b, initially named Torid (tolerance-related and induced), encodes a four-span transmembrane pro-
tein that we previously showed to be expressed in immature myeloid cells, including conventional dendritic cells 
(cDCs)11,12. More recently, we demonstrated that TMEM176B exerts major functions in the cross-presentation 
of antigens by tolerogenic DCs through acting as a non-selective cation channel that finely regulates the pha-
gosomal pH13. Importantly, Tmem176b has a co-regulated homologue, namely Tmem176a, located within 
the same genomic locus and likely resulting from a recent duplication11,12,14. It is important to note that the 
co-expression of these two structurally similar genes is not restricted to myeloid cells but extends to other cell 
types including non-hematopoietic cells15–18, thus strongly suggesting other intracellular functions beyond anti-
gen cross-presentation.
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A recent study by Littman and colleagues19 revealed that, along with Il17a, Il17f, Il23r, Ccl20, Il1r1 or Ltb4r1, 
Tmem176a and b are part of the highly restricted group of 11 genes whose expression is directly dependent 
on RORγ t in Th17 cells. Concordant with this, a significant upregulation of both homologues was detected in 
whole-blood samples of patients with multiple sclerosis20, an IMID in which the pathogenic role of type 17 immu-
nity is strongly suspected21–24. More recently, as part of the Immunological Genome Project, Colonna and col-
leagues highlighted several ILC-specific genes including Tmem176a and b, whose expression was remarkably 
higher in ILC3 subsets than in group 1 and 2 ILCs25. These findings thus logically raise the question whether 
Tmem176a and b play a role in type 17 immunity-related RORγ t+ lymphocytes, including Th17 cells and ILC3s, 
which is yet to be unveiled.

In the present study, we have characterised Tmem176a and b expression in RORγ t+ lymphocytes at transcrip-
tional and protein levels and present evidence that both genes exert a redundant ion channel function related to a 
colocalisation in close proximity to the Golgi apparatus.

Results
��������$and$����������#�� '�#1�)!#�$$��������5;�����$0� We previously reported very low 
expression of Tmem176a and b mRNA in naive or anti-CD3/CD28 stimulated T cells11,12. However, whether 
these genes are upregulated in terminally differentiated T cell subsets has not been investigated. To this end, we 
took advantage of Foxp3EGFP reporter mice that specifically express GFP under the control of the Foxp3 promoter 
to purify Foxp3+ (GFP+) Tregs along with Foxp3− (GFP−) conventional T cells (Tconv) from the spleen in which 
most of the Tregs are thymically-derived (Nrp1+), and the gut lamina propria in which specific environmental 
factors strongly drives the differentiation of peripherally derived Tregs (Nrp1lo) specific for food and commensal 
antigens (Fig. 1a). Concordant with published microarray data suggesting a preferential expression of Tmem176a 
and b in peripherally derived Tregs26, we detected significantly higher mRNA levels of both homologues in intes-
tinal Tregs as compared to splenic Tregs. However, the highest levels of expression were actually found specifically 

Figure 1. Tmem176a and b mRNA expression in mouse and human T cells. (a) Conventional GFP− (Foxp3− 
Tconv) or regulatory GFP+ (Foxp3+ Treg) CD4+ T cells were FACS-sorted from the spleen or intestinal lamina 
propria (small intestine and colon) of Foxp3EGFP mice. As expected, the population of Nrp1−/low “adaptive” 
peripherally Tregs is dominant in the intestines. Conversely, Nrp1+ “natural” thymically derived Tregs represent 
the major population of Tregs in spleen. (b) Expression of indicated genes was assessed by quantitative RT-PCR. 
Each dot represents an individual mouse (n =  6–7 in each group). Statistically significant differences between 
intestinal Tconv and Treg are indicated: *p <  0.05, **p <  0.01. (c) Mouse naive CD4+ T cells were stimulated 
with anti-CD3 and anti-CD28 under Th1, Th2, Th17 or iTreg polarising conditions for 3 days. Immature bone 
marrow-derived DCs (BMDC) were generated with GM-CSF. Expression of indicated genes was assessed by 
quantitative RT-PCR. Data show triplicates (mean ±  SD) for each condition and are representative of three 
independent experiments. *indicates a statistically significant difference of the indicated population compared 
to all the other Th cells. (d) Human naive CD4+ T cells were stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 under 
Th1 or Th17 polarising conditions for 7 days. Expression of indicated genes was assessed by quantitative RT-
PCR by comparing Th1 and Th17 obtained from 4 independent healthy volunteers. Each donor is coded by a 
specific symbol.
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in intestinal Tconv cells (Fig. 1b), pointing to Th17 cells, the major T helper cell subset in the gut27, as another 
important population expressing Tmem176a and b.

The expression of Tmem176a and b was therefore assessed in in vitro polarised Th cell subsets. As shown in 
Fig. 1c, expression of both genes was markedly induced in Th17 cells and, to a much lower extent, in induced 
Tregs (iTregs) but not in Th1 or Th2 cells. Within the lymphoid lineage, this expression profile mirrors the ones 
of Rorc or Il17a and is consistent with the findings reported by Ciofani et al.19 showing that Tmem176a and b are 
direct targets of RORγ t in Th17 cells. Importantly, these results hold true in human T cells as high levels of both 
TMEM176A and B human orthologues were also found in in vitro polarised Th17 cells (Fig. 1d).

��������$and$����������#��$%# ���*��)!#�$$������	
�7$0� Similarly to Th17 cells, ILC3s 
require RORγ t for their development6, thus suggesting that high levels of Tmem176a and b expression should 
also be detected in these cells. To test for this hypothesis, we took advantage of a RORγ t-fate map mouse  
(Rorc (γt)-CreTG ×  Rosa26-tdRFP) in which cells expressing, or having previously expressed, RORγ t are perma-
nently marked by the tandem-dimer red fluorescent protein (RFP) and can be easily identified (Fig. 2a). We 
isolated lineage-negative (lin−) RFP+ ILC3s and ex-ILC3s from the gut lamina propria28, and compared them to 
spleen and gut lin− RFP− NK1.1+ ILC1s (including NK cells) for Tmem176a and b gene expression. Concordant 
with our hypothesis, the highest expression levels were indeed detected in the lin− RFP+ population (Fig. 2b). In 
fact, Tmem176a and b mRNA expression respectively reached or was higher than the levels found in CD11b/c+  
myeloid cells that were previously considered as the strongest expressors of these two homologues among hemato-
poietic cells11,12. Thus, Tmem176a and b expression appears preferentially overexpressed in RORγ t+ lymphocytes,  
at least in Th17 cells and ILC3s.

��������$and$��������$share$a$similar$cation$channel$function.$ Tmem176a and b genes are 
located within the same genomic locus in opposite direction (Fig. S1a), likely arising from the duplication of a 
common ancestral gene14, and are tightly co-regulated in various tissues11,12. Strikingly, we found that Tmem176a 
expression in Th17 cells was further increased in Tmem176b−/− compared to WT cells (mean fold change: 
12.7 ±  3.5 (SD) from 5 independent experiments) whereas the expression of other Th17-specific genes such as 
Rorc, Il17a, Il17f, Ccl20 or Sgk129,30 were not altered (Fig. 3a). Consistently, IL-17A production revealed by intra-
cellular FACS analysis remained unaltered (Fig. 3b). We12 and others31 have shown that TMEM176A and B are 
structurally similar transmembrane proteins that could physically interact. However, given that both homologues 
are also likely to function independently, Tmem176a upregulation might represent a physiological mechanism to 
compensate for the loss of Tmem176b and thus preserve, at least partially, their redundant and therefore presum-
ably important ion channel activity.

Figure 2. Tmem176a and b mRNA expression in intestinal ILC3s. (a) Lymphocytes from intestinal 
lamina propria of RORγ t-fate map mice (Rorc(γt)-CreTG × Rosa26-tdRFP) were isolated. Lineage-negative 
(CD11b−CD11c−CD19−TCRα β −TCRγ δ −) RFP+NK1.1− ILC3-enriched and RFP−NK1.1+ ILC1s were 
FACS-sorted. In parallel, CD11b/c+ and lineage-negative NK1.1+ conventional NK/ILC1s were FACS-sorted 
from the spleen. (b) Expression of indicated genes (mean ±  SD) was assessed by quantitative RT-PCR in each 
population isolated from 3–4 independent mice. Statistically significant differences between ILC3s and the 
other populations are indicated: *p <  0.05, **p <  0.01, ***p <  0.001.
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Figure 3. Expression compensation and ion channel activity of Tmem176a and b. (a) Naive CD4+ T 
cells from WT or Tmem176b−/− mice were stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 under Th17 polarising 
conditions for 3 days. Expression of indicated genes was assessed by quantitative RT-PCR. Data show triplicates 
(mean ±  SD) for each condition and are representative of five independent experiments. **p <  0.01. ND: 
Not detected. (b) Intracellular RORγ t and IL-17A expression was assayed by FACS after PMA/ionomycin 
restimulation. (c) Xenopus oocytes were injected with Tmem176a or/and Tmem176b mRNA and currents 
were recorded in voltage-clamp 2–4 days later. Translocation of TMEM176A and TMEM176B to the plasma 
membrane was induced by a 30-min treatment with PMA. The currents were quantified 5–15 min after holding 
the extracellular pH at 5. Representative recordings are shown.
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We recently demonstrated that Tmem176b encodes a non selective monovalent cation channel activated by 
acidification13. Protein sequence comparison across various mammalian species revealed that the most strik-
ing amino-acid conservations are concentrated within the three first transmembrane domains (Fig. S1b,c), 
strongly suggesting that both homologues could exert the same ion channel function. To test for this hypoth-
esis, we expressed TMEM176A or TMEM176B proteins in Xenopus oocytes and recorded the electric activity 
under whole-cell patch clamp after PMA treatment in order to allow surface expression32. As shown in Fig. 3c, 
TMEM176A and B exhibited a similar ability to induce an inward current activated by acidification of the extra-
cellular solution to pH 5, while concomitant expression resulted in the development of an even more intense 
current.

Taken together, these data show that both TMEM176A and B are cation channels, and suggest that each mol-
ecule has the potential to compensate for each other, either in terms of expression or function.

����5;:����%#�����&��#�� ����$�%� ���$�$%# ���*��$$ ���%���(�%��%���� �����!!�#�%&$0� Having 
established the ion channel redundancy of TMEM176A and B, we next sought to determine their intracellular 
localisation in Th17 cells. We previously showed that, in DCs, TMEM176B is expressed in the endophagosomal 
membranes where its cationic conductance promotes V-ATPase activity and vesicular acidification13, a process 
referred to as counterion conductance. However, the localisation of TMEM176B in DCs is not restricted to the 
endophagosomes as we consistently observed TMEM176B expression in other intracellular vesicular compart-
ments, notably in the perinuclear area11,13.

To determine the precise localisation of TMEM176B, we identified a polyclonal anti-human TMEM176B 
antibody whose specificity for indirect immunofluorescence application was checked on transiently transfected 
cells with an expression plasmid. Staining of in vitro-polarised human Th17 cells showed a predominant accu-
mulation in a compact juxtanuclear compartment (Fig. 4a) while Th1 cells exhibited almost no staining (Fig. S2). 
This pattern was distinct from those observed with antibodies against the mitochondria (TOMM20), the endo-
plasmic reticulum (ER, calreticulin), the early endosomes (EEA1), the lysosomes (CD107a) or the T-cell receptor 
subunit CD3ε . In contrast, TMEM176B expression was closely apposed to GM130, a Golgi-resident protein, an 
observation confirmed by colocalisation measurement of several cells (Fig. 4b). Importantly, we found a similar 
pattern of expression in human monocyte-derived DCs (Fig. S3) as well as in HeLa cells (Fig. S4), strongly sug-
gesting that TMEM176B association with the Golgi is a universal feature found in different types of cells. Of note, 
TMEM176B did not colocalise with autophagosomes in HeLa cells (Fig. S4).

The Golgi apparatus consists of a collection of stack of cisternae and associated vesicles where proteins and 
lipids from the ER enter at its cis face and exit at its trans face. In mammal cells, several stacks concentrate to form 
a compact Golgi ribbon that precludes precise discrimination of distinct regions. To further define the locali-
sation of TMEM176B in relation with the Golgi, we treated HeLa cells with the microtubule-disrupting agent 
nocodazole that induces spatial separation of the Golgi stacks33. We combined TMEM176B analysis with GM130 
(cis-Golgi) and TGN46 that marks the trans-Golgi face and the trans-Golgi network (TGN). Whereas untreated 
cells showed an expected dense and overlapping expression profile of the three proteins, nocodazole treatment 
allowed fragmentation of the Golgi apparatus and identification of individual stacks in which cis (GM130) to 
trans (TGN46) polarisation was discernable (Fig. 4c). Interestingly, TMEM176B expression was consistently 
more associated with TGN46 but also appeared clearly beyond this marker. Thus, TMEM176B is probably not a 
Golgi-resident protein but concentrates in vesicles in close proximity to the TGN from where it could emanate to 
reach (or be recycled from) the endosomal system, a finding which is coherent with TMEM176B detection in the 
phagosomal membrane in DCs13,34.

����5;:���������#��� � ����$��0� We next sought to determine the intracellular localisation of 
TMEM176A relative to TMEM176B. Co-transfection of HeLa cells with plasmids encoding epitope-tagged fusion 
proteins TMEM176A-HA and TMEM176B-V5 showed a strong colocalisation of these two proteins in the peri-
nuclear region reminiscent of the Golgi apparatus but also in punctate, vesicle-like structures dispersed through-
out the cytoplasm (Fig. 4d). Of note, this latter pattern of expression revealed by transfection and clearly outside 
from the Golgi was also observed in untransfected Hela cells, Th17 cells and DCs by the TMEM176B-specific 
antibody, although to a lesser extent probably reflecting the detection limit of endogenous expression. In con-
trast to TMEM176B, we did not succeed in identifying a commercial antibody showing reproducible immuno-
fluorescence specificity to human TMEM176A. We thus generated a rat polyclonal antibody directed against 
TMEM176A that could be combined with the rabbit antibody against TMEM176B and for which we checked the 
specificity on cells transiently expressing the fusion protein TMEM176A-HA. As shown in Fig. 4e, human Th17 
cells displayed a strong colocalisation of TMEM176A and B along with GM130.

All together, these results show that TMEM176A and B are colocalised in intracellular vesicular structures that 
concentrate mainly in close association with the trans face of the Golgi apparatus, and more precisely the TGN.

	�!��%� �������������,�����*����� &$��� ���$� ��	�	�$0� High expression of Tmem176a and b in 
RORγ t+ cells suggests that these homologues play a role in immune disorders involving protective or pathogenic 
actions of these cells. Given that mice deficient for both genes or for Tmem176a alone were not available, we chose 
to analyse the Tmem176b single-KO mice that we previously described13. We first examined the susceptibility of 
these mice to the EAE model induced by the MOG35–55 peptide, and which allowed the characterisation of RORγ t 
as the master transcription factor for Th17 cells1. Tmem176b deficiency did not alter the susceptibility of mice to 
the disease, as we did not observe any significant difference between WT and Tmem176b−/− animals in terms of 
onset or severity of the disease (Fig. 5a). Second, we specifically assessed the role of Tmem176b in CD4+ T cells 
by using the transfer model of colitis, in which the intrinsic expression of RORγ t in CD4+CD25−CD45RBhi T 
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cells is known to be required to induce a severe colitis after injection into Rag1−/− recipients35. However, as shown 
in Fig. 5b, the absence of Tmem176b in transferred T cells did not alter the course of the disease. Next, to more 

Figure 4. Intracellular localisation of TMEM176A and TMEM176B. (a) Human Th17 polarised cells from 
naive CD4+ T cells were coated on microscopy slides, fixed, permeabilised and co-stained for TMEM176B 
(red) and the indicated markers (green). DAPI was used for nuclear staining (blue). Arrows indicate 
TMEM176B colocalisation with the cis-Golgi protein GM130. Bar, 10 μm. (b) Pearson’s correlation coefficients 
of TMEM176B and the indicated markers (n =  10–15 in each group). (c) HeLa cells were treated or not with 
nocodazole for 4 hr and subsequently fixed, permeabilised and co-stained for TMEM176B (red), GM130 (cis-
Golgi, green) and TGN46 (trans-Golgi and trans-Golgi network (TGN), blue). Bar, 10 μm. Insets represent 
higher magnifications of regions of interest. Linescans show fluorescence intensity along the lines overlaying 
the images. (d) HeLa cells were co-transfected with plasmids encoding TMEM176A-HA and TMEM176B-V5 
fusion proteins and subsequently fixed, permeabilised and co-stained with HA (green) and V5 (red) 
monoclonal antibodies. DAPI was used for nuclear staining (blue). (e) Human Th17 polarised cells (as in A) 
were co-stained for GM130 (green), TMEM176A (purple) and TMEM176B (red). DAPI was used for nuclear 
staining (blue). Bar, 10 μm.
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specifically address the role of Tmem176b in innate cells, we moved to the dextran sulfate sodium (DSS) model 
of acute colitis. In this model, DSS rapidly induces epithelial damage leading to bacterial translocation and sub-
sequent gut inflammation36,37. Previous work has demonstrated the crucial role of ILC3-derived IL-22 to restore 

Figure 5. Tmem176b single-deficient mouse susceptibility to the development of EAE, chronic and atute 
colitis. (a) EAE was induced in WT (n =  6) and Tmem176b−/− (n =  8) mice by immunisation (s.c.) with 
MOG peptide in CFA. Clinical course of disease is shown. (b) Chronic colitis was induced in Rag1−/− mice 
(n =  11–12 in each group) by adoptive transfer (i.v.) of FACS-sorted CD4+CD45RBhi T cells from WT or 
Tmem176b−/− mice. Data are presented as percent of initial weight. (c) Acute colitis was induced in WT (n =  6) 
and Tmem176b−/− (n =  8) mice with 3% DSS in drinking water for 5 consecutive days. Data are presented as 
percent of initial weight.
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epithelial barrier integrity and thus recovery of treated mice38,39. Again, in this model, Tmem176b−/− mice exhib-
ited no difference with WT animals regarding colitis severity or duration (Fig. 5c).

Lastly, we examined the model of psoriasis-like skin inflammation induced by topical application of Aldara 
cream (imiquimod, IMQ) where RORγ t+ γ δ  T cells and ILC3s, but not α β  T cells, are the primary source of 
pathogenic IL-17A, IL-17F and IL-228,9,40. Importantly, γ δ  T cells isolated from the draining lymph nodes of 
treated mice (Fig. 6a) exhibited higher expression of Tmem176a and b than CD4+ T cells, similarly to Rorc or 
Il17a (Fig. 6b). Interestingly, although thickening was similar, Tmem176b−/− mice exhibited significantly reduced 
reddening and scaling of the skin compared to WT mice (Fig. 6c). Furthermore, Il17a, Il17f and Il22 as well as 
induced genes such as Lcn2 (lipocalin-2), Ngp (neutrophilic granule protein) or Cxcl3 mRNA levels of expression 
were decreased in the skin of treated Tmem176b−/− compared to WT mice but only with Cxcl3 reaching statistical 
significance (Fig. 6d).

Thus, Tmem176b single-deficiency can be associated with a significant although limited reduction of 
RORγ t-dependent pathological inflammation that reinforces the possibility of compensatory mechanisms medi-
ated by its homologue Tmem176a.

Figure 6. Tmem176b single-deficient mouse susceptibility to the development of psoriasis-like dermatitis. 
(a) Psoriasis-like dermatitis was induced in WT mice by topical application of imiquimod (IMQ) cream on the 
shaved back skin. At day 4, draining (inguinal) lymph nodes were harvested and TCRγ δ + and TCRβ +CD4+ 
T cells were FACS-sorted. (b) Expression of indicated genes was assessed by quantitative RT-PCR. Each dot 
represents an individual mouse (n =  6 in each group). Statistically significant differences are indicated: **p <  0.01. 
(c) Psoriasis-like dermatitis was induced in WT (n =  27) and Tmem176b−/− (n =  28) mice by topical application 
of imiquimod (IMQ) cream on the shaved back skin during 5 consecutive days. Mice were weighed and scored 
daily on a scale from 0 to 4 for skin thickening, erythema and scaling. *p <  0.05, ***p <  0.01. (d) Expression 
of indicated genes was assessed by quantitative RT-PCR in the skin of untreated or IMQ-treated WT and 
Tmem176b−/− mice (n =  4–6 in each group). Statistically significant differences between IMQ-treated WT and 
Tmem176b−/− mice are indicated: *p <  0.05.
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Discussion
The discovery of Th17 cells as a distinct differentiation of T cell has sparked an intense research on their role in 
host defence and IMIDs. RORγ t+ lymphocytes comprise other cells than T cells and notably include ILC3s, the 
innate counterpart of Th17. Much attention has been given to these cells through the prism of key cytokines they 
produce, namely IL-17A, IL-17F, IL-22 or GM-CSF (CSF2), leading to mucosal defence and repair. In contrast 
to plasma membrane ion channels41, little is known about intracellular ion flows, especially if these channels are 
involved in specific immune cells. The high expression of TMEM176A and B cation channels in RORγ t+ cells is 
intriguing and could represent a novel therapeutic entry point for treating IMIDs.

Here we demonstrate that the homologues Tmem176a and b are strongly expressed in Th17 as compared 
to other CD4+ T cells subsets both in mouse and human. These results extend the work of Ciofani et al. which 
revealed that, like Il17a and f, Tmem176a and b are direct targets of RORγ t in Th17 cells19. In line with these 
results, the expression levels of Tmem176a and b were found significantly decreased after pharmacological treat-
ment specifically targeting Th17 transcriptional program42. We also found that Foxp3+ Tregs exhibit a significant 
expression of Tmem176a and b, although to a lesser extent than Th17 cells, likely related to the presence of double 
positive Foxp3+RORγ t+ cells that now emerge as regulators of specific helper T cell responses in the colon43,44. 
Interestingly, with regard to Tregs, Tmem176a and b have recently been shown to be preferentially expressed in 
amphiregulin-producing IL-10−IL-18R+ Tregs that are proficient in tissue repair45.

It is tempting to link the cation channel function of TMEM176A and B with the recent findings of the effect of 
sodium on Th17 cells29,30, Tregs46 or M2 macrophages47. Furthermore, TMEM176A and B mRNA upregulation in 
whole blood cells of MS patients20 raises the possibility of a causal connection with high dietary salt that has been 
associated with increased disease activity48.

Reasoning that Tmem176a and b may also be induced in other RORγ t+ lymphocytes, we found high levels of 
expression in intestinal ILC3s. Of note, given that RFP+ cells from RORγ t-fate map mouse contain a substantial 
proportion of RORγ t− ex-ILC3s, this expression was likely underestimated, notably because intestinal lamina 
propria preparations included the colon which is particularly permissive for RORγ t loss in ILC3s28. Retrospective 
analysis of published microarray data comparing lung ILC2 and spleen ILC3s49 revealed a clear differential expres-
sion of Tmem176a and b in ILC3s. However, this expression does not appear restricted to ILC3s since we found 
it substantially increased in ILC1s from the intestines compared to the spleen (conventional NK cells). In fact, 
Colonna and colleagues have recently shown that Tmem176a and b expression was also significantly increased in 
both ILC1s and ILC2s from the small intestine compared to conventional NK25. Thus, although Tmem176a and 
b highest levels of expression were found in ILC3, these genes could also play key roles in other types of ILCs, 
notably in the intestinal environment where local factors could favour their induction independently of RORγ t.

Besides Th17 cells and ILC3s, we also found that IL-17-producing γ δ  T cells preferentially expressed 
Tmem176a and b. In fact, the development of psoriasis-like dermatitis in which these cells are central was par-
tially reduced in Tmem176b single-deficient mice, suggesting an important intrinsic role of both homologues in 
these emerging players of type 17 immunity.

Based on the in vivo and in vitro data presented here, we propose that TMEM176A and B exert a redundant 
ion channel function at the interface of the endosomal network and the Golgi apparatus. It is then likely that pro-
nounced phenotypes will be observed only when the two homologues are simultaneously targeted. To this end, 
we are currently generating a double KO mouse that will represent an invaluable tool to elucidate the role of these 
cation channels in RORγ t+ cells or other cells such as selected DC subsets in which they are highly expressed50–52. 
Furthermore, conditional tissue-specific deletion will be instrumental to draw definitive conclusions on the con-
tribution of Tmem176a and b in virtually any specific cell types.

To date, only one Golgi-resident ion channel (GPHR: Golgi pH regulator, Gpr89) have been reported to allow 
a pH gradient from the cis to the trans face of the Golgi apparatus that is crucial for optimal protein transport or 
glycosylation53. Counterion conductance generated by TMEM176B13 and presumably by TMEM176A could be 
required for further acidification control of organelles linked to the TGN (trans Golgi network) such as maturing 
endophagosomes or secretory vesicles54 and thus directly participate in the dynamic of the endocytic and exocytic 
system which is central for the cells to communicate with their surroundings. According to this hypothesis, we 
previously showed that non-physiological overexpression of Tmem176b in DCs altered their capacity to upregu-
late MHC II and CD86 molecules at the surface and to secrete IL-1211. Taking into consideration the pivotal role 
of RORγ t+ cells in tissues that interface with the microbial environment, these cells could foster specific intracel-
lular processes required for their sentinel function and in which TMEM176A and B are involved.

Methods
Mice.$ All mice in this study are on the C57BL/6 background. C57BL/6J mice were purshased from Centre 
d’élevage Janvier (France). Foxp3EGFP reporter mice55 were provided by Bernard Malissen. BAC transgenic 
Rorc(γt)-CreTG mice56 (provided by Gérard Eberl) and Rosa26-tdRFP reporter mice57 (generated by Hans Jörg 
Fehling and provided by Bernard Malissen) were crossed to obtain a RORγ t-fate map mouse. Tmem176b−/− mice 
were previously described13 and backcrossed for 12 generations onto the C57BL/6J background. Rag1−/− were 
obtained from Institut Curie (Paris). All mice were kept under specific pathogen-free conditions and experi-
mental procedures were carried out in strict accordance with the protocols approved by the Commitee on the 
Ethics of Animal Experiments of Pays de la Loire and authorized by the French Government’s Ministry of Higher 
Education and Research.

FACS$analysis$and$cell$sorting.$ Antibodies used in this study for FACS analysis and sorting are listed in 
Supplementary Table 1. Red blood cells were lysed with ammonium chloride. CD16/32 antibody (BD Biosciences) 
was used to block the non-specific binding to Fc receptors before all stainings. Dead cells were excluded using 
DAPI (Invitrogen). For Tconv and Treg isolation from Foxp3EGFP reporter mice, CD45+TCRβ +CD4+ T cells, 
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respectively GFP− and GFP+, were FACS-sorted (BD FACS ARIATM IIu). Nrp1 staining was added to verify 
that the proportion of Nrp1−/low “adaptive” pTregs was substantially increased in the intestines compared to the 
spleen. For ILC3 isolation, CD45+/low lineage-negative (CD11b−CD11c−CD19−TCRα β −TCRγ δ −) RFP+NK1.1− 
cells were FACS-sorted from the intestines of RORγ t-fate map mice (Rorc(γt)-CreTG ×  Rosa26-tdRFP). 
Lineage-negative NK1.1+ ILC1s were FACS-sorted from spleen or intestines. CD11b+CD11c+ myeloid cells were 
FACS-sorted from the spleen. TCRγ δ + and TCRβ +CD4+ T cells were FACS-sorted from inguinal lymph nodes 
of mice developing psoriasis-like dermatitis. All populations were isolated (> 105 cells per mouse) to a purity of 
>98%.

Mouse$in'vitro$Th$polarisation.$ Spleens were harvested from adult mice and red blood cells were lysed 
with ammonium chloride. CD4+ T cells were enriched using magnetic-activated cell sorting (Miltenyi Biotec) 
and live (DAPI−) CD4+CD25−CD62L+CD44lo/− naive T cells were subsequently FACS-sorted to a purity of 
>98%. Cells were then cultured during 3 days in 48-well plates (5 ×  105 cells per well) coated with 5 μg/mL anti 
CD3ε  (145-2C11, BD Biosciences) in complete DMEM medium with GlutaMAX (Invitrogen) with 2 μg/mL  
soluble anti CD28 (37.51, BD Biosciences). Cultures were supplemented as follows. Th1: IL-12 (2 ng/mL, 
PeproTech) +  neutralising anti IL-4 (2 μg/mL, eBioscience); Th2: IL-4 (2 ng/mL, eBioscience) +  neutralising anti 
IFNγ  (2 μg/mL, eBioscience); Th17: IL-6 (20 ng/mL, Sigma) +  TGF-β  (0.3 ng/mL, R&D systems) +  neutralising 
anti IFNγ  and anti IL-4; iTreg: TGF-β  (5 ng/mL) +  neutralising anti IFNγ  and anti IL-4. Gene expression in Th1, 
Th2, Th17 and iTregs was compared to immature bone marrow-derived DCs generated as previously described13.

Human$in'vitro$Th$polarisation.$ Peripheral blood samples were collected from healthy donors upon writ-
ten informed consent and approval by the Institutional Review Board (Etablissement Français du Sang Pays de la 
Loire, Nantes, France). This study was conducted in accordance with the approved guidelines by the Declaration 
of Helsinki. Live (DAPI−) CD3+CD4+CD45RO−CD45RA+ naive T cells were FACS-sorted to a purity of 
> 98% and then cultured during 6 days in 96-well round-bottom plates (50,000 cells per well) coated with 
5 μg/mL anti CD3ε  (OKT3, prepared in the laboratory) in complete RPMI medium (Invitrogen) with 1 μg/mL  
soluble anti CD28 (CD28.2, prepared in the laboratory). Cultures were supplemented as follows. Th1: IL-12 
(10 ng/mL, R&D systems); Th17: TGF-β  (12.5 ng/mL, Peprotech) +  IL-1β  (5 ng/mL, Peprotech) +  IL-6 (25 ng/mL,  
Peprotech) +  IL-23 (25 ng/mL, Peprotech).

Quantitative$RTEPCR.$ Total RNA from cells was isolated using RNeasy Mini Kit (Qiagen). Skin samples 
were powderised at low temperature before total RNA isolation using TRIzol®  Reagent (Invitrogen, Carlsbad, 
CA). Reverse transcription was performed using M-MLV Reverse Transcriptase and random primers following 
manufacturer’s instructions (Invitrogen). Gene expression was assessed with the Fast SYBR Green Master Mix 
reagent (Applied Biosystems, Foster City, CA). Mouse and human-specific primers used in this study (listed 
in Supplementary Table 2) were all designed over different exons to prevent amplification of genomic DNA. 
Real-time PCR was performed using the ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). For both mouse 
and human, gene expression was normalised to glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (Gapdh/GAPDH) 
and expressed in arbitrary units using the 2−ΔΔCt method.

Experimental$AutoimmuneEEncephalomyelitis$(EAE)$induced$by$immunisation$with$MOG79299$
peptide.$ Mice aged 8–12 weeks were immunised subcutaneously at the base of the tail and lower flanks with 
200 μg of MOG35–55 peptide (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK, purity > 85%, Genecust Europe, France) emulsi-
fied with complete Freund’s adjuvant supplemented with Mycobacterium tuberculosis H37Ra at 6 mg/mL (Difco 
Laboratories, Detroit, MI, USA). Pertussis toxin (300 ng) was injected intraperitoneally (i.p.) on the day of immu-
nisation and 2 days later. (Calbiochem, Darmstadt, Germany). Mice were scored daily for EAE clinical signs 
on a scale of 0–5: 0, no disease; 1, complete limp tail; 2, limp tail with unilateral hindlimb paralysis; 3, bilateral 
hindlimb paralysis; 4, bilateral hindlimb paralysis and forelimb weakness (end point). The observer was blinded 
to the genotype during the scoring.

��# ����� ��%�$����&�����*���8+$T$cell$adoptive$transfer.$ Naive CD4+CD25−CD45RBhi T cells from 
the spleen were FACS-sorted to a purity of > 98% and 5 ×  105 cells were injected intravenously into C57BL/6 
Rag1−/− recipients aged 8–12 weeks. Mice were monitored and weighed daily.

Acute$colitis$induced$by$dextran$sulfate$sodium$(DSS).$ Mice aged 8–12 weeks were given 3% DSS 
(36,000–50,000 MW, MP Biomedical, Santa Ana, CA) in drinking water ad libitum as indicated for 5 days fol-
lowed by a recovery period without DSS. Mice were monitored and weighed daily.

$ #��$�$1�����$������.����%� �����&�����*����"&�� ��3	��4��#���0� Backs of mice mice aged 
8–12 weeks were shaved with an electric clipper and then treated with depilatory cream (Veet) to remove hair. 
Two days later, mice received a daily topical dose of 62,5 mg of commercially available IMQ cream 5% (Aldara, 
3M Pharmaceuticals) on the shaved back for 5 consecutive days, as previously described58. Mice were scored daily 
for skin inflammation. Dorsal skin thickening was determined by measuring double-skinfold thickness using a 
digital micrometer (Mitutoyo). Erythema and scaling were scored independently on a scale from 0 to 4: 0 =  none, 
1 =  slight, 2 =  moderate, 3 =  marked, 4 =  severe. For quantitative RT-PCR analysis, back skins were harvested 
from mice treated with IMQ at day 4 or from untreated mice.

Confocal$microscopy$analysis.$ Antibodies used in this study for confocal microscopy analysis are listed 
in supplementary Table 3. Th17 cells were were plated on poly-L-lysine-coated slides (Thermo Scientific) for 1, 
5 hr in complete medium at 37 °C. The cells were then washed with PBS and fixed in 4% paraformaldehyde, 4% 
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sucrose for 15 min at RT followed by 3 washes with PBS and permeabilisation in 0.05% Triton-X100 for 15 min 
ar RT. Stainings were then directly performed with primary antibodies (diluted in PBS) for 2 h at RT followed 
by 3 washes with PBS (5 min each at RT) and stainings with adapted secondary antibodies conjugated with flu-
orochromes (or biotin) for 30 min at RT. A step with fluorochrome-conjugated streptavidin was added when 
necessary. After 3 washes with PBS (5 min each at RT), DAPI (diluted in PBS) was incubated 10 min at RT. Slides 
were mounted with ProLong Gold antifade (Invitrogen). Images were obtained with A1 R Si Confocal microscope 
(Nikon, Champigny sur Marne, France) and analysed with Fiji software. Pearson’s correlation coefficients were 
calculated with Volocity software (PerkinElmer).

HeLa were seeded in 8-well μ-Slide (ibidi) and immunostaining was achieved as described above for Th17. 
HeLa cells were treated with 10 μM nocodazole (Sigma) for 4 hr prior fixation to disrupt the juxtanuclear Golgi 
ribbon. Linescan data were generated with Fiji software and plotted using Graphpad Prism software (La Jolla, 
CA). HeLa cells were transfected (Lipofectamine 2000, Invitrogen) with expression plasmids (pCI-neo, Promega) 
in which we cloned human TMEM176A (NM_018487.2) (codon optimisation was performed on a 5′  region of 
TMEM176A sequence to decreased G/C content) or TMEM176B (NM_014020.3) cDNA fused (C-term) to HA 
(YPYDVPDYA) or V5 (GKPIPNPLLGLDST) epitopes, respectively. After 48 hr, the cells were fixed, permeablized 
and co-stained with monoclonal antibodies against HA or V5 followed by secondary antibody staining. HA and 
V5 specificity was verified on cells separately transfected with TMEM176A-HA or TMEM176B-V5-encoding 
plasmids.

Statistical$analysis.$ All statistical analyses were performed using Graphpad Prism software (La Jolla, CA) 
with two-tailed unpaired Student’s t test or one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. P values <  0.05 
were considered significant.
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Supplementary Figure Legends 

 

Figure S1. Tmem176a/b genomic locus, amino acid and structural identities of TMEM176A 

and TMEM176B homologs. (a) Organisation of Tmem176a/b mouse genomic locus (6 B2.3; 6). 

For each gene, exons are shown (boxes) with untranslated (light) regions and translated (dark, 

ATG : start codon). (b) TMEM176A and B protein sequences from mouse (NP_079602.4, 

NP_075543.1), rat (NP_001034097.1, NP_599217.1), dog (XP_532758.1, XP_005629732.1), pig 

(XP_005657767.1, XP_003484042.1), cattle (NP_991348.1, NP_001092615.1), chimpanzee 

(XP_009452826.1, XP_003318950.1) and human (NP_060957.2, NP_054739.3) were aligned 

using Clustal Omega (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/clustalw). The four predicted transmembrane 

domains are indicated (grey). Complete (red) and partial (orange) identities were mainly found in 

the N-terminal region and within the three first transmembrane domains. (c) Graphical 

representation of the topology of mouse TMEM176A and B proteins using Protter1 

(http://wlab.ethz.ch/protter/start/). 

 

Figure S2. TMEM176B protein expression in Th1 and Th17 cells. Human Th1 or Th17 

polarized cells from naive CD4+ T cells were coated on microscopy slides, fixed, permeabilized and 

stained for TMEM176B (red). DAPI was used for nuclear staining (blue). Bar, 10 µm. 

 

Figure S3. Intracellular localization of TMEM176B in human monocyte-derived DCs. (a) 

Monocytes were isolated from peripheral blood mononuclear cells from healthy volunteers donors 

(French Blood Service, Nantes, France) and cultured for 7 days in complete RPMI medium 
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(Invitrogen) supplemented with recombinant human GM-CSF (1000 U/mL) and IL-4 (200 U/mL) 

(CellGenix, Germany) in 6-well plates. Immature monocyte-derived DCs (Mo-DCs) were then 

coated on microscopy slides, fixed, permeabilized and co-stained for TMEM176B (red) and the 

indicated markers (green). DAPI was used for nuclear staining (blue). Arrows indicate TMEM176B 

colocalization with the cis-Golgi protein GM130. Bar, 10 µm. (b) Pearson's correlation coefficients 

of TMEM176B and the indicated markers (n = 10–17 in each group). 

 

Figure S4. Intracellular localization of TMEM176B in HeLa cells. (a) HeLa were cultured in 8-

well µ-Slide (ibidi) and then fixed, permeabilized and co-stained for TMEM176B (red) and the 

indicated markers (green). DAPI was used for nuclear staining (blue). Arrows indicate TMEM176B 

colocalization with the cis-Golgi protein GM130. Bar, 10 µm. (b) HeLa cells were treated with 

1 uM Rapamycin and 20 uM chloroquine (CQ) (Enzo Life Sciences) for 18 hr at 37°C to induce the 

formation and accumulation of autophagosomes2 detected by LC3-specific antibody (Nanotools) or 

Cyto-ID Green dye (Enzo Life Sciences). (c) Pearson's correlation coefficients of TMEM176B and 

the indicated markers (n = 7-10 in each group). 
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Figure S4 
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Supplementary Methods 

 

Isolation of mouse intestinal lamina propria lymphocytes 

Large and small intestines were harvested from adult mice (10-20 weeks of age). Fat tissues and 

Peyer’s patches were removed. Intestines were flushed with PBS, cut open longitudinally and then 

cut into 1 cm pieces. Intestine pieces were incubated for 10 min at 37°C with horizontal shaking 

(100 rpm, 50-mL tube in a horizontal position) in 10 mL (for each mouse) of PBS containing 

15 mM EDTA and 1.5 mM DTT, then vigorously shaken (using vortex for 45 sec and manually for 

30 sec) and washed in PBS. The same cycle was repeated three times in PBS containing 15 mM 

EDTA (no DTT). After these steps aiming at removing eptihelial cells, intestine pieces were further 

processed into smaller fragments in a Petri dish with 5 mL of RPMI 1640 medium (Invitrogen) 

containing 2 mg/mL Collagenase D (Sigma). Five mL of Collagenase-medium supplemented with 

200 µg/mL (then 100 µg/mL final in 10mL) DNase I (Sigma) were added and digestion was 

performed in a 50-mL tube for 30 min at 37°C with shaking. After suspension with a 10-mL pipet, 

the digested tissues were passed through a stainless steel mesh followed by successive filtrations 

through 100 µm and 40 µm cell strainers that were rinsed each time with 10 mL of PBS containing 

2% fetal calf serum (FCS) and 2 mM EDTA (PFE) (~30 mL final). Undigested intestine pieces 

were subjected to a second cycle of digestion before pooling both cell preparations in 1 mL of PFE. 

Typical preparations yielded 10–30 x 106 live cells. 

Electrophysiology 

Whole-cell patch clamp was performed as previously described3. Briefly, Xenopus laevis female 

oocytes were then injected with 40 nL of in vitro synthesized (mMESSAGE mMACHINE Ultra 



	  

	   88	  

	   	  

Drujont et al. Supplementary Informations 9/13 

Kit) Tmem176a or/and Tmem176b mRNA at 1 mg/mL. The day after injection, the oocytes were 

placed in a pH 8 solution (in mM, NaCl, 100; KCl, 3; MgCl2, 2; HEPES, 15; pH 8) that was 

changed daily. Two to three days later, currents were recorded in two-electrode voltage-clamp using 

a genclamp500 amplifier (Axon Inst., Foster City, CA) interfaced to a personal computer using the 

Digidata 1200 interface and the pClamp software (ver 7.0; Axon Inst.). Prior to recording, oocytes 

were incubated in phorbol myristate acetate (PMA) at 100 nM in the pH 8 solution for 20–30 min. 

Currents were filtered at 100 Hz and digitized at 0.5 kHz before storage and further analysis. 

During recording, oocytes were continuously superfused with the pH 8 solution. On TMEM176A or 

B-expressing oocytes, induction of an inward current was obtained by switching to a pH 5 solution 

(in mM NaCl, 100; KCl, 3; MgCl2, 2; MES, 15; pH 5). 
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B.	   Génération	   et	   étude	   d’une	   souris	   double	   déficiente	   pour	  
Tmem176a	  et	  b	  (DKO)	  

1. Génération	  des	  souris	  DKO	  

Le	   travail	   décrit	   précédemment	   (Drujont	   et	   al.,	   2016)	   sur	   l’étude	   de	   l’expression	   de	  

Tmem176a	   et	   b	   dans	   la	   famille	   des	   cellules	   RORγt+	   et	   des	   souris	   “simple	   KO”	   pour	  

Tmem176b	   a	   mené	   à	   poser	   l’hypothèse	   de	   la	   nécessité	   d’un	   ciblage	   simultané	   des	   deux	  

homologues	  afin	  d’éliminer	  tout	  phénomène	  de	  compensation.	  

Première	  approche	  :	   Interférence	  par	  ARN.	   J’ai	   tout	  d’abord	  tenté	  d’utiliser	   la	  technologie	  

d’interférence	  par	  ARN	  pour	  cibler	  le	  gène	  Tmem176a	  dans	  les	  cellules	  Tmem176b−/−	  de	  nos	  

souris	  “simple	  KO”.	  J’ai	  ainsi	  procédé	  (selon	  (Lo	  et	  al.,	  2012))	  à	  l’enrichissement	  (tri	  par	  FACS)	  

de	  cellules	  c-‐Kit+	  Sca-‐1+	  de	  la	  moelle	  osseuse	  de	  souris	  Tmem176b−/−	  et	  à	  leur	  infection	  (en	  

présence	   de	   Thrombopoïétine)	   par	   des	   lentivirus	   codant	   pour	   la	   GFP	   et	   pour	   un	   ARN	  

interférent	  spécifique	  de	  Tmem176a	  ou	  non	  relevant	  (contrôle).	  La	  reconstitution	  de	  souris	  

irradiées	  avec	  ces	  cellules	  avait	  ensuite	  pour	  objectif	  de	  générer	  des	  souris	  chimériques	  dans	  

lesquelles	   les	  cellules	  hématopoïétiques	  GFP+	  devaient	  théoriquement	  être	  considérées	  KO	  

et	   “KD”	   (knock-‐down)	   pour	   les	   gènes	   Tmem176b	   et	   Tmem176a,	   respectivement.	   J’ai	  

cependant	  dû	  abandonner	  cette	  stratégie	  après	  plusieurs	  tentatives	  à	  la	  suite	  desquelles	  je	  

n’ai	  pu	  obtenir	  que	  des	  taux	  de	  chimérisme	  faibles	  et	  très	  variables	  (avec	  en	  moyenne	  moins	  

de	  5%	  de	  cellules	  GFP+	  parmi	   les	  cellules	  hématopoïétiques	   totale	  CD45+	  du	  sang	  ou	  de	   la	  

rate)	  qui	  ne	  permettaient	  pas	  des	  conditions	  d’étude	  optimales.	  Il	  est	  probable	  que	  plusieurs	  

raisons	  expliquent	  cet	  échec,	  en	  particulier	  un	  nombre	  trop	  faible	  de	  cellules	  progénitrices	  

viables	   injectées,	   une	   infection	   non	   optimale	   et	   un	   régime	   d’irradiation	   insuffisamment	  

adapté	   et	   reproductible	  malgré	  mes	  multiples	   tentatives	   de	  mise	   au	   point.	   Bien	   que	   des	  

améliorations	  aient	  pu	  être	  apportées,	  nous	  nous	  sommes	  tournés	  vers	  un	  ciblage	  en	  lignée	  

germinale.	  

Deuxième	  approche	  :	  Génération	  d’une	  souris	  double	  KO	  conditionnel	  (cDKO).	  Fin	  2013,	  la	  

génération	   d’une	   souris	   portant	   un	   allèle	   Tmem176a/b	   “floxé”	   a	   été	   initiée	   (financement	  

IHU-‐Cesti)	   par	   l’Institut	   Clinique	   de	   la	   Souris	   (ICS,	   Ilkirch,	   France).	   Cette	   stratégie	   est	   très	  

intéressante	   au	   regard	   de	   la	   finesse	   d’analyse	   qu’elle	   permet.	   En	   effet,	   le	   croisement	   de	  

souris	  cDKO	  Tmem176abflox	  avec	  des	  souris	  exprimant	   la	   recombinase	  Cre	  sous	   le	  contrôle	  

de	   promoteurs	   spécifiques	   permettra	   de	   cibler	   des	   types	   cellulaires	   précis	   tels	   que	   les	  
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cellules	   du	   système	   hématopoïétique	   (souris	   VavCre),	   les	   cellules	   myéloïdes	   (LysMCre),	   les	  

cellules	  T	  (souris	  CD4Cre	  ou	  LCKCre)	  ou	  les	  cellules	  RORγt+	  (souris	  RorcCre,	  il	  faut	  noter	  que	  dans	  

ces	   souris,	   toutes	   les	   cellules	   T	   seront	   également	   ciblées	  puisque	   les	   cellules	   T	  du	   thymus	  

expriment	   transitoirement	   RORγt	   au	   stade	   CD4+CD8+	   double-‐positives).	   Ce	   système	  

permettra	   également	   d’utiliser	   le	   système	   CreERT2	   qui	   ajoute	   un	   contrôle	   temporel	   (par	  

administration	  de	  tamoxifène)	  sur	   le	  ciblage.	  Cependant,	   le	  développement	  de	  cette	  souris	  

Tmem176abflox	   par	   la	   technique	   “classique”	   des	   cellules	   ES	   (dans	   le	   fond	   génétique	  

C57BL/6N)	   a	   nécessité	   deux	   cycles	   de	  modification	   de	   clones	   ES	   en	   raison	   d’une	   distance	  

trop	   importante	   entre	   les	   deux	   sites	   loxP	   à	   insérer	   dans	   des	   régions	   introniques	   qui	  

encadrent	   les	   premiers	   exons	   codants	   de	   chaque	   gène,	   placés	   dos-‐à-‐dos	   sur	   le	   locus).	   De	  

plus,	   les	   premiers	   essais	   de	   génération	   de	   souris	   chimères	   ont	   échoué	   en	   terme	   de	  

transmission	  de	   l’allèle	  “floxé”,	  malgré	   la	  validation	  du	  clone	  ES	   final	   sélectionné.	  L’équipe	  

de	   l’ICS	   a	   ainsi	   dû	  produire	  de	  nouveaux	   clones	  ES	   avant	  d’obtenir	   avec	   succès	  des	   souris	  

portant	   l’allèle	  d’intérêt	  en	   lignée	  germinale.	  Cette	  étape	  a	  seulement	  été	  atteinte	  en	  avril	  

2016,	   il	   s’agit	   ensuite	   de	   procéder	   à	   des	   croisements	   supplémentaires	   afin	   d’éliminer	   la	  

cassette	   de	   sélection	   (néomycine).	   Cette	   souris	   sera	   donc	   disponible	   au	   laboratoire	   pour	  

initier	  des	  croisements	  avec	  des	  lignées	  Cre	  (notamment	  RorcCre,	  d’ores-‐et-‐déjà	  obtenue	  du	  

laboratoire	  de	  Gérard	  Eberl,	  Institut	  Pasteur,	  Paris)	  à	  l’horizon	  de	  l’été-‐automne	  2016.	  

Troisième	  approche	  :	  Génération	  d’une	  souris	  double	  KO.	  De	  façon	  évidente,	   il	  est	  apparu	  

très	  tôt	  que	  je	  n’aurais	  pas	  la	  possibilité	  de	  travailler	  sur	  ces	  souris	  cDKO	  avant	  la	  fin	  de	  ma	  

thèse,	  même	   si	   leur	   développement	   s’était	   déroulé	   selon	   le	   calendrier	   prévu.	  Nous	   avons	  

alors	  décidé	  d’exploiter	  la	  technologie	  alors	  naissante	  et	  révolutionnaire	  CRISPR-‐Cas9	  afin	  de	  

générer	   une	   souris	   DKO	   en	   ciblant	   directement	   des	   embryons	   de	   souris,	   en	   collaboration	  

avec	   Francina	   Langa	   du	   CIGM	   (centre	   d’ingénierie	   génétique	  murine)	   de	   l’Institut	   Pasteur	  

pour	  la	  partie	  micro-‐injection.	  Ce	  travail	  a	  été	  réalisé	  par	  Aurélie	  Lemoine	  (ingénieure)	  sous	  

la	   direction	   de	   Cédric	   Louvet	   et	   a	   donné	   lieu	   à	   la	   publication	   d’un	   article	   publié	   en	   2016	  

(Lemoine	   et	   al.	   2016).	   La	   stratégie	   qui	   a	   été	   mise	   en	   place	   avec	   succès	   est	   largement	  

détaillée	   dans	   cet	   article,	   placé	   en	   Annexe	   II	  :	   Lemoine	   et	   al.	   Journal	   of	   Genetics	   and	  

Genomics.	   2016.	   Je	   développerai	   par	   la	   suite	   le	   travail	   de	   croisement	   que	   j’ai	   effectué	   à	  

partir	   de	   l’obtention	   de	   ces	   souris	   afin	   de	   générer	   des	   groupes	   expérimentaux.	   Je	  

présenterai	  ensuite	  les	  résultats	  préliminaires	  que	  j’ai	  obtenus.	  
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2. Stratégie	  de	  croisement	  des	  souris	  DKO	  

La	   gestion	   de	   lignées	  murines	   génétiquement	  modifiées	   est	   une	   problématique	   complexe	  

qui	   nécessite	   d’une	   part	   l’adaptation	   des	   stratégies	   d’accouplements	   aux	   besoins	  

expérimentaux	   et	   d’autre	   part	   requiert	   un	   investissement	   humain	   important	   pour	   le	   suivi	  

des	  reproducteurs,	  le	  sevrage	  et	  le	  génotypage	  des	  animaux.	  C’est	  l’ensemble	  de	  ces	  étapes	  

qui	  permet	  à	  terme	  de	  constituer	  des	  groupes	  expérimentaux	  solides.	  Les	  souris	  composant	  

ces	  groupes	  doivent	  être	  du	  même	  âge,	  du	  même	  sexe	  et	  provenir	  de	  la	  même	  animalerie	  ;	  

l’environnement	  d’élevage	  influence	  la	  flore	  intestinale	  des	  animaux	  qui	  joue	  elle-‐même	  sur	  

leur	  système	  immunitaire.	  De	  plus,	  pour	  une	  même	  expérience	  il	  est	  essentiel	  d’utiliser	  des	  

animaux	  issus	  de	  la	  même	  portée,	  on	  parle	  de	  «	  littermates	  ».	  Durant	  ma	  thèse,	  j’ai	  participé	  

directement	  avec	  Cédric	  Louvet	  et	  Aurélie	  Lemoine	  (technicienne)	  à	  ce	  travail	  de	  gestion	  des	  

lignées	  murines	  transgéniques.	  

Nos	  premiers	  animaux	  potentiellement	  fondateurs	  portant	  un	  allèle	  Tmem176ab	  double	  KO	  

(DKO)	  ont	  été	  obtenus	  relativement	  rapidement	  mais	  au	  prix	  d’un	  fond	  génétique	  mélangé	  

DBA/2×C57BL/6,	   signifiant	   une	   problématique	   de	   variation	   phénotypique	   plus	   importante	  

que	  dans	  le	  cas	  d’un	  fond	  pur.	  C’est	  la	  raison	  pour	  laquelle	  nous	  avons	  ensuite	  procédé	  avec	  

succès	  (mais	  à	  environ	  un	  an	  d’intervalle)	  à	  la	  génération	  de	  souris	  DKO	  directement	  dans	  le	  

fond	   pure	   C57BL/6	   (Voir	   l’annexe	   II	  :	   Lemoine	   et	   al.	   2016).	   Je	   décris	   ci-‐dessous	  

essentiellement	  nos	  stratégies	  de	  croisement	  en	  fond	  mélangé	  et	  de	  croisement	  en	  retour	  

(«	  backcross	  »)	  qui	  nous	  ont	  permis	  d’obtenir	   la	  majorité	  des	  résultats	  préliminaires	  que	   je	  

présenterai	  par	  la	  suite.	  

DKO	   fond	   mélangé	   −	   Stratégie	   à	   court	   terme	  :	   L’animal	   fondateur	   (#30)	   portant	   une	  

délétion	  majeure	   dans	   le	   locus	  Tmem176	   a	   été	   accouplé	   avec	   des	   souris	   B6	   (C57BL/6J	   de	  

Janvier	  Labs)	  pour	  tout	  d’abord	  vérifier	  la	  transmission	  de	  cet	  allèle	  d’intérêt.	  Ces	  souris	  F1	  

(signalées	  comme	  «	  BC1	  »	  =	  backcross	  1)	  étaient	  donc	  hétérozygotes	   (WT/DKO	  c’est	  à	  dire	  

+/−)	   et	   ont	   ensuite	   été	   croisées	   entre	   elles	   («	  intercross	  »)	   pour	   obtenir	   des	   souris	   +/−	  

(hétérozygotes	  ou	  Het),	  +/+	  (WT)	  et	  −/−	  (DKO	  homozygotes).	  Afin	  d’obtenir	  rapidement	  des	  

groupes	  expérimentaux	  conséquents,	  nous	  avons	  procédé	  au	  croisement	  de	  souris	  +/−	  avec	  

des	   souris	   −/−	   pour	   obtenir	   des	   proportions	   similaires	   de	   souris	   +/−	   et	   −/−	   formant	   ainsi	  

rapidement	  de	  groupes	  expérimentaux	  de	  «	  littermates	  »	  de	  même	  sexe	  (Figure	  13).	  
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Figure 13 Fond génétique mélangé – Stratégie de croisement à court terme. 
 

DKO	   fond	   mélangé	   −	   Stratégie	   à	   long	   terme	  :	   La	   stratégie	   évoquée	   précédemment	   est	  

rapide	  mais	   souffre	  de	  deux	  problèmes	  majeurs	  :	  1)	   Le	   fond	  génétique	   reste	   très	  mélangé	  

(un	   seul	   backcross	   sur	   fond	   B6	   pur)	   et	   de	   nombreux	   polymorphismes	   se	   distribuent	   ainsi	  

aléatoirement	   dans	   les	   différentes	   souris	   d’étude	   menant	   à	   une	   variabilité	   phénotypique	  

d’autant	  plus	  probable	  ;	  2)	  Les	  souris	  contrôles	  sont	  +/−	  et	  non	  +/+,	   rendant	  possiblement	  

difficile	   une	   mise	   en	   évidence	   de	   différences	   avec	   les	   souris	   −/−	   puisqu’il	   est	   courant	  

d’observer	  des	  phénotypes	   intermédiaires	  chez	   les	  souris	  +/−.	  Nous	  avons	  donc	  procédé	  à	  

un	  croisement	  en	  retour	  («	  backcross	  »)	  supplémentaire	  sur	  fond	  B6	  pour	  obtenir	  des	  souris	  

hétérozygotes	  dites	  «	  BC2	  »	  que	  nous	  avons	  ensuite	  croisées	  entre	  elles	  («	  intercross	  »)	  pour	  

générer	  directement	  des	  groupes	  expérimentaux	  à	  partir	  des	  souris	  +/+	  et	  −/−	  (logiquement	  

relativement	  moins	  abondantes	  puisque	  représentant	  chacune	  en	  théorie	  25%	  des	  petits	  de	  

chaque	  portée	  selon	  les	  ratios	  Mendéliens	  attendus)	  (Figure	  14).	  	  

	  

Figure 14 Fond génétique mélangé – Stratégie à long terme. 
 

Le	  croisement	  en	  retour	  a	  été	  poursuivi	  en	  parallèle	  sur	  3	  autres	  générations	  jusqu’au	  début	  

de	   l’année	  2016	  pour	  atteindre	  des	   souris	  «	  BC5	  ».	  Comme	  représenté	   sur	   la	  Figure	   15,	   la	  
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probabilité	  de	  fond	  B6	  dans	  les	  souris	  «	  BC2	  »	  atteint	  75%	  alors	  que	  pour	  les	  souris	  «	  BC5	  »	  

elle	   est	   de	   96,9%,	   s’approchant	   alors	   significativement	   d’un	   fond	   génétiquement	   pur.	   De	  

plus,	  il	  s’agit	  d’estimations	  à	  minima	  puisque	  le	  fond	  génétique	  de	  la	  souris	  F0	  était	  déjà	  un	  

fond	  mélangé	  DBA/2×C57BL/6.	  

	  

Figure 15 Probabilité de fond génétique B6 au fil du nombre de croisements en retour (« backcross »). 

DKO	   fond	   pur	   B6	  :	   Comme	   indiqué	   dans	   l’article	   décrivant	   la	   génération	   des	   souris	   DKO	  

(Lemoine	   et	   al.	   2016),	   nous	   avons	   également	   généré	   des	   souris	   DKO	   en	   fond	   pur	   B6	  

(C57BL6/N).	   Ces	   souris	   présentent	   l’avantage	   d’exclure	   tout	   problème	   de	   mélanges	  

génétiques	   et	   sont	   actuellement	   (avril-‐mai	   2016)	   en	   phase	   de	   redérivation	   au	   sein	   du	  

CDTA/TAAM	   (Orléans)	   pour	   développer	   un	   élevage	   externalisé	   en	   conditions	   optimales,	  

notamment	   au	   niveau	   de	   la	   qualité	   environnementale	   supérieure	   à	   notre	   animalerie	   à	  

Nantes	   (Bâtiment	   Jean	  Monnet).	   Ces	   souris	   n’ont	   pas	   été	   disponibles	   à	   temps	   pour	  mon	  

travail	  de	  thèse	  mais	  représenteront	  à	  terme	  le	  modèle	  de	  choix	  pour	  poursuivre	  l’étude	  du	  

rôle	  des	  gènes	  Tmem176a	  et	  b.	  

En	  conclusion	   j’ai	  donc	  exploité	  dans	  un	  premier	  temps,	  de	  façon	  relativement	  rapide,	  des	  

souris	   au	   fond	   génétique	   largement	   mélangé	   («	  BC1	  »)	   en	   comparant	   des	   animaux	  

«	  littermates	  »	   	   +/−	   (Het)	   et	   −/−	   (DKO).	   Dans	   un	   deuxième	   temps,	   j’ai	   pu	   initier	   des	  
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expériences	   dans	   des	   souris	   «	  BC2	  »	   avec	   un	   fond	   génétique	   B6	   plus	   important	   et	   en	  

comparant	  des	  animaux	  «	  littermates	  »	  	  +/+	  (WT)	  et	  −/−	  (DKO).	  

Le	  recul	  que	  j’ai	  désormais	  via	  à	  vis	  des	  résultats	  obtenus	  à	  l’issu	  de	  la	  reproduction	  de	  ces	  

souris	   génétiquement	   modifiées	   me	   permet	   d’affirmer	   que	   la	   double	   délétion	   de	  

Tmem176a/b	   ne	   semble	   pas	   affecter	   la	   fertilité,	   la	   viabilité,	   le	   ratio	   Mendélien	   de	  

distribution	   des	   génotypes	   et	   la	   croissance	   des	   souris	   DKO,	   mâles	   ou	   femelles,	   en	  

comparaison	  des	  souris	  contrôles	  Het	  et	  WT.	  

3. Résultats	   préliminaires	   de	   l’étude	  du	   système	   immunitaire	  des	   souris	  DKO	  en	  
conditions	  normales	  

En	   parallèle	   de	   l’étape	   de	   reproduction	   des	   souris	   Tmem176a/b−/−	   afin	   de	   générer	   des	  

groupes	   expérimentaux,	   j’ai	   effectué	   la	   mise	   au	   point	   de	   la	   technique	   de	   préparation	  

cellulaire	   à	   partir	   de	   l’intestin	   et	   j’ai	   conçu	   et	   optimisé	   les	   panels	   d’anticorps	   permettant	  

l’analyse	   des	   populations	   immunitaires	   dans	   différents	   tissus	   lymphoïdes	   incluant	  

principalement	  le	  thymus,	  la	  rate,	  les	  ganglions	  mésentériques	  (mesLNs)	  et	  la	  lamina	  propria	  

du	  petit	  intestin	  (SILP).	  	  

Dans	   le	   contexte	   de	   cette	   étude,	   la	   stratégie	   de	   marquage	   anticorps	   pour	   l’analyse	   par	  

cytométrie	  en	  flux	  (FACS)	  des	  populations	  immunes	  doit	  être	  rigoureuse	  pour	  deux	  raisons	  :	  	  

-‐ Malgré	  l’optimisation	  de	  la	  technique	  de	  préparation	  des	  cellules	  de	  la	  lamina	  propria	  

intestinale,	   la	   suspension	   cellulaire	   obtenue	   reste	   riche	   en	   débris	   cellulaires,	   en	  

cellules	  mortes	  et	  contient	  aussi	  des	  cellules	  non	  hématopoïétiques	  CD45−.	  

-‐ Comme	  je	  l’ai	  expliqué	  dans	  mon	  introduction,	  je	  me	  suis	  intéressée	  aux	  populations	  

lymphoïdes	   RORγt+	   et	   dans	   cette	   étude	   préliminaire	   j’ai	   fait	   le	   choix	   d’analyser	   les	  

lymphocytes	  T	  CD4+	  (TH1,	  TH2	  et	  TH17)	  et	   les	  ILCs	  (ILC1s,	   ILC2s	  et	  ILC3s).	  Puisque	  les	  

ILCs	  représentent	  une	  fraction	  relativement	  faible	  des	  cellules	  immunes	  le	  marquage	  

doit	  être	  suffisamment	  précis	  pour	  assurer	  la	  fiabilité	  de	  l’analyse.	  

Que	   ce	   soit	   pour	   le	   thymus,	   la	   rate	   et	   les	   ganglions	  mésentériques,	   l’analyse	   des	   grandes	  

populations	   lymphocytaires	   (cellules	   B,	   T	   et	   myéloïdes)	   n’a	   pas	   montré	   de	   différences	  

significatives	   entre	   les	   souris	   DKO	   et	   les	   contrôles	   Het	   ou	   WT.	   En	   particulier,	   la	   double	  

délétion	   en	  Tmem176a	   et	  b	   ne	   semble	   pas	   affecter	   la	   fréquence	  des	   lymphocytes	   T	   CD4+	  

dans	  ces	  organes	  lymphoïdes	  primaires	  et	  secondaires	  en	  conditions	  non	  pathologiques.	  
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Je	  me	  suis	  ensuite	   intéressée	  directement	  à	   la	  distribution	  des	  cellules	  T	  CD4+	   incluant	   les	  

Th17	  (RORγt+)	  dans	  la	  lamina	  propria	  du	  petit	  intestin	  de	  nos	  souris	  DKO	  ;	  en	  effet	  les	  cellules	  

de	   l’immunité	  de	   type	  17	   jouent	  un	   rôle	   crucial	   dans	   le	  maintien	  de	   l’homéostasie	  de	   cet	  

organe.	  La	  stratégie	  d’analyse	  des	  marquages	  FACS	  effectués	  sur	  les	  cellules	  intestinales	  est	  

la	  suivante	  :	  

-‐ La	  sélection	  morphologique	  (Figure	  16)	  est	  restreinte	  à	  une	  zone	  correspondant	  aux	  

cellules	  lymphoïdes	  qui	  sont	  de	  petite	  taille	  (FSC)	  et	  de	  faible	  granularité	  (SSC).	  	  

-‐ Après	   élimination	   des	   doublets	   cellulaires,	   les	   cellules	   hématopoïétiques	   (CD45+)	  

vivantes	  restantes	  sont	  sélectionnées	  (Figure	  16).	  

	  

Figure 16 Stratégie d’analyse des marquages FACS obtenus sur les cellules de la lamina propria intestinale avec 
une focalisation sur les cellules lymphoïdes T CD3+ et ILCs. 

 

-‐ Pour	  l’analyse	  des	  lymphocytes	  T,	  comme	  représenté	  sur	  les	  Figures	  16	  et	  17,	  ce	  sont	  

ensuite	  les	  cellules	  CD45+CD11b−CD11c−CD3+CD4+	  (et	  CD8+)	  qui	  sont	  sélectionnées	  et	  

analysées	  soit	  sur	  l’expression	  des	  facteurs	  de	  transcription	  RORγt,	  GATA-‐3	  et	  Foxp3	  

(le	  marquage	  T-‐bet	  est	  exclu	  car	  généralement	  trop	  faible)	  soit	  sur	  la	  production	  des	  

cytokines	  (Figure	  20A),	  notamment	  l’IL-‐17A	  (après	  stimulation	  PMA-‐ionomycine).	  	  
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Figure 17 Analyse de l’expression de facteurs de transcription par marquages FACS dans les LT CD4+ de la 
lamina propria intestinale. 

 

-‐ Pour	   l’analyse	  des	   ILCs	   je	  sélectionne	   les	  cellules	  CD45+CD3−CD11b−CD11c−	  qui	  sont	  

ensuite	  analysées	  sur	  les	  mêmes	  caractéristiques	  que	  les	  cellules	  lymphoïdes	  :	  RORγt,	  

GATA-‐3	  et	  T-‐bet	  ou	  IL-‐17A,	  IL-‐22	  et	  GM-‐CSF.	  

Notons	   que	   pour	   les	   panels	   d’anticorps	   précédents,	   le	   marquage	   CD3	   est	   effectué	   en	  

intracellulaire	   pour	   inclure	   les	   lymphocytes	   qui	   l’ont	   «	  down-‐régulé	  ».	   Cette	   stratégie	   sera	  

importante	   pour	   l’étude	   des	   ILCs	   puisque	   ces	   cellules	   sont	   définies	   par	   leur	   absence	  

d’expression	  des	  marqueurs	  caractéristiques	  des	  autres	  lignées	  hématopoïétiques	  (Lin−).	  

Les	   résultats	   préliminaires	   que	   j’ai	   obtenu	   suite	   à	   la	   comparaison	   de	   plusieurs	   paires	   de	  

souris	  BC1	  «	  littermates	  »	  DKO	  et	  contrôles	  (Het)	  montrent	  une	  diminution	  du	  pourcentage	  

de	  lymphocytes	  T	  CD3+	  totaux	  dans	  la	  lamina	  propria	  intestinale	  des	  DKO	  (Figure	  18).	  	  

	  

Figure 18 Représentation comparative entre Het et DKO des pourcentages de LT dans la lamina propria 
intestinale. Analyse des pourcentages de cellules T CD3+ dans la population CD45+ totale et de lymphocytes T 

CD4+ et CD8+ dans la population CD3+ totale (les souris « littermates » Het et WT sont appariées). 
 

De	  façon	  intéressante,	  on	  observe	  une	  baisse	  significative	  de	  la	  fréquence	  des	  lymphocytes	  T	  

RORγt+	  (TH17)	  au	  contraire	  des	  populations	  GATA-‐3+	  (TH2)	  et	  Foxp3+	  (TREG)	  (Figure	  19).	  	  
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Figure 19 Représentation comparative entre Het et DKO des pourcentages de cellules RORγt+, Foxp3+ et GATA-
3+ parmi les LT CD4+ de la lamina propria intestinale.  

 

Enfin,	   l’analyse	  de	   la	  production	  cytokinique	  des	   lymphocytes	  T	  de	   la	   lamina	  propria	  après	  

stimulation	  PMA/ionomycine	  a	  révélé	  une	  diminution	  du	  pourcentage	  de	  cellules	  T	  CD4+IL-‐

17A+	  DKO	  en	  comparaison	  avec	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+	  Het	  contrôles	  (Figure	  20A	  et	  B).	  

	  

Figure 20 Représentation comparative entre Het et DKO des marquages FACS et des pourcentages de cellules 
IL-17A+ et RORγt+ parmi les LT CD4+ de la lamina propria intestinale. 

 

Je	  me	   suis	   ensuite	   intéressée	  aux	   ILCs	  qui	   représentent	  des	  populations	   relativement	  plus	  

rares	   et	   plus	   difficiles	   à	   mettre	   en	   évidence	   de	   façon	   correcte	   et	   reproductible	   que	   les	  

cellules	  T.	  J’ai	  néanmoins	  réussi	  à	  établir	  des	  panels	  d’anticorps	  appropriés	  et	  une	  stratégie	  

(Figure	  21)	  incluant	  une	  sélection	  (gate)	  restreinte	  sur	  les	  paramètres	  FSC/SSC,	  une	  sélection	  

des	  cellules	  vivantes	  et	  exprimant	  CD45	  en	  incluant	  absolument	  les	  CD45lo	  puis	  une	  sélection	  

des	  cellules	  négatives	  pour	  l’expression	  CD11b,	  CD11c,	  CD19	  (ou	  B2220)	  et	  CD3	  (ce	  dernier	  

marquage	   étant	   intracellulaire).	   Ces	   cellules	   Lin-‐	   sont	   ensuite	   analysées	   sur	   la	   base	   de	  

l’expression	  de	  RORγt	  et	  GATA-‐3	  pour	   identifier	   les	   ILC3s	  et	   les	   ILC2s,	   respectivement.	   Les	  

ILC1s	   qui	   sont	   inclues	   dans	   les	   cellules	   Lin-‐	   sont	   RORγt-‐	   GATA-‐3-‐.	   La	   population	   ILC3	   peut	  
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ensuite	   être	   disséquée	   pour	   mettre	   en	   évidence	   les	   fractions	   LTi	   (CD4+NKp46-‐),	   NCR+	  

(NKp46+)	   et	   NCR-‐	   (NKp46-‐).	   En	   suivant	   cette	   stratégie,	   j’ai	   pu	   obtenir	   des	   résultats	  

reproductibles	   en	   expériences	   indépendantes	   sur	   des	   souris	   WT.	   Il	   sera	   désormais	  

intéressant	  de	  réaliser	  cette	  analyse	  en	  comparant	  nos	  souris	  DKO	  avec	  des	  souris	  contrôles	  

WT,	  dans	  le	  «	  backcross	  »	  le	  plus	  avancé	  afin	  de	  réduire	  au	  maximum	  les	  variabilités.	  

	  

Figure 21 Stratégie d’analyse des marquages FACS obtenus sur les cellules de la lamina propria intestinale avec 
une focalisation sur les ILCs 

 

4. Étude	   des	   souris	   DKO	  dans	   deux	  modèles	   immuno-‐pathologiques	   dépendants	  
des	  cellules	  RORγt+	  

Les	  expériences	   in	   vivo	  préliminaires	  qui	  ont	  été	   réalisées	   chez	   les	   souris	  DKO	   reprennent	  

des	  modèles	  pathologiques	  associés	  aux	  cellules	  RORγt+	  précédemment	  décrits	  dans	  l’article	  

présenté	  dans	  cette	  thèse	  (Drujont	  et	  al.	  2016).	  Il	  sera	  très	  pertinent	  d’utiliser	  le	  modèle	  de	  

dermatite/psoriasis	   dans	   lequel	   j’ai	   pu	   mettre	   en	   évidence	   une	   réduction	   partielle	   mais	  

significative	   de	   l’inflammation	   dans	   les	   souris	   «	  simple	   KO	  »	   Tmem176b−/−	   (Drujont	   et	   al.	  

2016).	  Cependant,	  durant	   les	  derniers	  mois	  de	  ma	  thèse,	   j’ai	   fait	   le	  choix	  d’initier	   l’analyse	  

des	   souris	   DKO	   dans	   le	   contexte	   de	   modèles	   inflammatoires	   relativement	   plus	   rapides	   à	  
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développer	  :	  le	  modèle	  EAE	  d’auto-‐immunité	  et	  des	  modèles	  de	  maladies	  inflammatoires	  de	  

l’intestin.	  	  

4.1. Modèle	  EAE	  de	  sclérose	  en	  plaques	  

Une	  expérience	  préliminaire	  réalisée	  avec	  des	  souris	  BC2	  a	  montré	  un	  décalage	  important	  de	  

l’induction	  de	   la	   pathologie	   («	  onset	  »)	   dans	   les	   souris	  DKO	  en	   comparaison	  des	   contrôles	  

(Het	   ou	   WT).	   En	   moyenne,	   les	   souris	   déficientes	   pour	   Tmem176a/b	   présentent	   donc	   un	  

retard	  de	  quelques	  jours	  dans	  l’apparition	  des	  premiers	  symptômes	  mais	  aussi	  une	  atteinte	  

globale	  moins	  importante	  avec	  des	  scores	  cliniques	  inférieurs	  au	  pic	  de	  la	  maladie,	  bien	  que	  

ce	  dernière	  observation	  n’apparaisse	  pas	   statistiquement	   significative	   avec	   les	   effectifs	   de	  

souris	  que	  nous	  avons	  utilisés	  (Figure	  22).	  Ces	  résultats	  préliminaires	  sont	  prometteurs	  et	  de	  

nouvelles	   expériences	   seront	   cruciales	   pour	   tenter	   de	   les	   confirmer,	   notamment	   avec	   des	  

souris	   BC5	   ou	   des	   souris	   en	   fond	   pur	   B6,	   avant	   de	   décider	   d’une	   analyse	   mécanistique	  

précise.	  

	  

Figure 22 Modèle EAE de sclérose en plaques chez les souris DKO (BC2). 
 

4.2. Modèles	  de	  pathologies	  inflammatoires	  de	  l’intestin	  

Modèle	  de	  colite	  chronique	  induite	  par	  un	  transfert	  de	  cellules	  T	  CD4+	  CD45RBhi	  	  

Dans	  ce	  modèle	  de	  colite	  chronique,	  des	  souris	  RAGKO	  (immuno-‐déficientes)	  reçoivent	  par	  

injection	  intraveineuse	  des	  cellules	  T	  CD4+	  CD45RBhi	  naïves	  (0.5×106)	  triées	  par	  FACS	  à	  partir	  

de	   souris	   donneuses	  DKO	  ou	   contrôles	   (Het	   ou	  WT).	   La	  maladie	   se	   développe	  ensuite	   sur	  

plusieurs	   semaines	   avant	   de	   se	   caractériser	   par	   une	   perte	   de	   poids	   progressive	   et	   un	  

affaiblissement	  général	  causés	  par	  une	  inflammation	  de	  la	  muqueuse	  intestinale	  conduisant	  

à	  terme	  au	  sacrifice	  des	  animaux	  (lorsque	  la	  perte	  de	  poids	  est	  ≥	  à	  20%	  du	  poids	  initial	  et/ou	  
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si	  l’aspect	  général	  des	  souris	  le	  requiert	  –	  autorisation	  éthique	  PROJET	  2015062422511525	  -‐	  

APAFIS	  927	  -‐	  Etude	  du	  rôle	  des	  gènes	  Tmem176a	  et	  b	  dans	  les	  colites	  inflammatoires	  chez	  la	  

souris,	  2015).	  

Dans	  la	  première	  expérience,	  la	  maladie	  était	  nettement	  retardée	  chez	  les	  souris	  ayant	  reçu	  

des	   lymphocytes	   T	   DKO	   avec	   20%	   de	  mortalité	   à	   J45	   contre	   83%	   dès	   J25	   chez	   les	   souris	  

RAGKO	  receveuses	  de	  lymphocytes	  T	  contrôles	  (Het)	  (Figure	  23).	  Cependant,	  il	  est	  importer	  

de	   noter	   que	   cette	   différence	   pourrait	   s’expliquer	   par	   un	   fond	   génétique	   encore	   très	  

mélangé	  (BC1).	  

	  

Figure 23 Modèle de colite chronique induite par un transfert de LT CD4+CD45RBhi DKO (BC1) chez des souris 
RAGKO. (A) Pourcentage de survie post-transfert de souris RAGKO mâles et femelles ayant reçues par injection 
intraveineuse 0,5x106 LT CD4+CD45RBhi Het ou DKO (B) Représentation de la perte de poids observée chez les 

mâles RAGKO (inclus dans le graphique A) après le transfert des LT CD4+ naïfs. 
 

La	   poursuite	   de	   l’étude	   de	   ce	  modèle	   avec	   les	   BC1	   et	   les	   BC2	   n’a	  malheureusement	   pas	  

permis	   d’obtenir	   des	   conclusions	   définitives	   sur	   l’impact	   de	   la	   double	   déficience	   en	  

Tmem176a/b	  sur	   la	  fonction	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+	  dans	  ce	  modèle.	  En	  effet,	   je	  n’ai	  plus	  

réussi	  à	  induire	  de	  façon	  cohérente	  et	  homogène	  des	  pertes	  de	  poids	  caractéristiques	  de	  ce	  

modèle.	   L’une	   des	   hypothèses	   explicatives	   réside	   dans	   le	   polymorphisme	   des	   souris	  

donneuses	   BC1	   et	   BC2	   qui	   conservent	   un	   fond	   génétique	   fortement	   mélangé	   (DBA/2-‐

C57BL/6).	   Pour	   espérer	   conclure	   en	   diminuant	   l’impact	   supposé	   du	   polymorphisme	   sur	  

l’induction	  de	  la	  colite,	  il	  est	  donc	  nécessaire	  d’attendre	  un	  «	  backcross	  »	  plus	  avancé	  (BC5)	  

ou	   les	   souris	   DKO	   générées	   en	   fond	   B6	   pur.	   L’autre	   possibilité	   est	   que	   les	   variations	  

environnementales	   de	   notre	   animalerie	   impactent	   aléatoirement	   nos	   souris	   RAGKO	   en	  

influençant	   notamment	   leur	   microbiote	   intestinal.	   À	   l’avenir,	   les	   réponses	   qui	   seront	  

fournies	   par	   ces	   expériences	   pourront	   s’avérer	   précieuses	   puisque	   ce	   modèle	   permet	  
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d’observer	   les	   répercussions	   de	   la	   double	   déficience	   de	   façon	   intrinsèque	   au	   sein	   des	  

lymphocytes	  T	  DKO	  transférés	  dans	  les	  souris	  RAGKO.	  

 

Modèle	  de	  colite	  aigüe	  induite	  par	  le	  Dextran	  Sulfate	  de	  Sodium	  (DSS)	  	  

Ce	  modèle	  de	  colite	  aigüe	  est	  basé	  sur	  l’administration	  d’un	  traitement	  chimique	  dans	  l’eau	  

de	   boisson	   des	   souris	   :	   le	   dextran	   sulfate	   de	   sodium	   (ou	   DSS)	   qui	   provoque	   des	   lésions	  

tissulaires	   et	   une	   perméabilité	   pathologique	   de	   la	  muqueuse	   intestinale.	   L’environnement	  

d’élevage	   et	   le	   fond	   génétique	   murin	   influencent	   fortement	   la	   composition	   de	   la	   flore	  

intestinale	  des	  souris	  traitées	  ;	  de	  cette	  variabilité	  du	  microbiote	  résulte	  une	  sensibilité	  plus	  

ou	  moins	  forte	  des	  animaux	  face	  au	  traitement	  DSS.	  En	  général,	  le	  dosage	  du	  DSS	  dans	  l’eau	  

de	  boisson	  est	  compris	  entre	  1,5%	  et	  3%	  et	  dure	  de	  5	  jours	  à	  une	  semaine.	  Dans	  ce	  modèle,	  

il	  est	   important	  de	  noter	  que	   le	   rôle	  de	   l’IL-‐22,	  principalement	  produit	   rapidement	  par	   les	  

ILC3s,	   est	  majeur	  pour	   la	   récupération	  et	   la	   réparation	  d’une	   fonction	   intestinale	  normale	  

après	  l’arrêt	  du	  traitement	  (Pickert	  et	  al.,	  2009	  ;	  Sugimoto	  et	  al.,	  2008	  )	  

Les	  premières	  expériences	  que	  j’ai	  réalisées	  dans	  ce	  modèle	  chez	  nos	  souris	  Tmem176a/b−/−	  	  

ont	  été	  faîtes	  avec	  des	  animaux	  BC1.	  La	  première	  étape	  a	  donc	  été	  de	  déterminer	  la	  dose	  et	  

la	  durée	  induisant	  une	  perte	  de	  poids	  significative	  suivie	  d’une	  récupération	  complète	  chez	  

les	  souris	  contrôles	  (Het)	  :	  soit	  2,5%	  de	  DSS	  pendant	  5	  jours.	  En	  premier	  lieu,	  j’ai	  fait	  le	  choix	  

d’utiliser	  les	  mâles	  et	  les	  femelles	  disponibles	  pour	  évaluer	  le	  plus	  exhaustivement	  possible	  

l’impact	  de	  la	  double	  déficience	  sur	  l’induction	  de	  la	  pathologie.	  Comme	  représenté	  dans	  la	  

Figure	  24A,	  les	  femelles	  DKO	  	  et	  contrôles	  réagissent	  de	  la	  même	  façon	  au	  traitement	  tandis	  

que	  les	  mâles	  DKO	  présentent	  une	  nette	  exacerbation	  de	  la	  pathologie	  en	  comparaison	  des	  

mâles	  Het	  (Figure	  24B).	  
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Figure 24 Modèle DSS de colite aigüe chez les souris DKO (BC1).  
(A) Traitement à 2,5% de DSS pendant 5 jours chez des femelles Het et DKO (B) Traitement à 2,5% de DSS 

pendant 5 jours chez des mâles Het et DKO 

 

Initialement,	   les	  souris	  DKO	  et	  contrôles	   (Het)	  étaient	  hébergées	  en	  «	  co-‐housing	  »	   (Figure	  

25A).	  J’ai	  supposé	  que	  le	  fait	  de	  séparer	  les	  souris	  DKO	  des	  contrôles	  Het	  (Figure	  25B)	  dès	  le	  

sevrage	  pourrait	  permettre	  de	  révéler	  un	  phénotype	  chez	  les	  femelles.	  En	  effet,	  lorsque	  les	  

animaux	  sont	  hébergés	  dans	  les	  mêmes	  cages	  «	  co-‐housing	  »,	  un	  phénomène	  de	  nivelage	  du	  

microbiote	   se	  produit	  et	   cet	  échange	  de	   flore	  pourrait	   compenser	  des	  déficiences	   initiales	  

chez	   des	   souris	   génétiquement	   modifiées	   ;	   et	   ce,	   particulièrement	   dans	   des	   contextes	  

pathologiques	   impliquant	   l’intestin.	   Une	   nouvelle	   expérience	   menée	   avec	   des	   femelles	  

placées	   dans	   des	   cages	   séparées	   a	   montré	   dans	   ce	   second	   cas	   l’apparition	   d’une	  

exacerbation	   de	   la	   maladie	   chez	   les	   femelles	   DKO	   par	   rapport	   aux	   contrôles	   Het	   (Figure	  

25B).	  Dès	  lors,	  et	  bien	  que	  le	  co-‐housing	  ne	  semble	  pas	  influencer	  la	  gravité	  de	  la	  pathologie	  

pour	   les	   mâles	   (données	   non	   illustrées),	   j’ai	   fait	   le	   choix	   de	   réaliser	   la	   suite	   de	   mes	  

expériences	  de	  colite	  au	  DSS	  en	  cages	  séparées	  pour	  les	  deux	  sexes.	  
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Figure 25 Modèle DSS de colite aigüe chez les femelles DKO (BC1).  
(A) Traitement à 2,5% de DSS pendant 5 jours chez des femelles Het et DKO hébergées dans des cages 

communes en « co-housing » (B) Traitement à 2,5% de DSS pendant 5 jours chez des femelles Het et DKO 
hébergées dans des cages séparées en fonction de leur génotype dès le sevrage. 

 

Lorsque	   des	   groupes	   expérimentaux	   de	   souris	   BC2	   ont	   pu	   être	   constitués	   j’ai	   voulu	  

confirmer	   les	   résultats	   prometteurs	   que	   nous	   avions	   obtenus	   avec	   les	   souris	   BC1,	   en	  

particulier	  pour	   les	  mâles	  qui	  montraient	  une	  nette	  aggravation	  de	   la	  pathologie.	   J’ai	  donc	  

réalisé	  une	  expérience	  chez	  les	  BC2	  avec	  les	  doses	  préalablement	  établies	  pour	  les	  BC1	  (2,5%	  

pendant	   5	   jours).	   Malheureusement	   la	   sensibilité	   des	   mâles	   BC2	   face	   à	   l’induction	   de	   la	  

pathologie	  s’est	  avérée	  beaucoup	  plus	  forte	  que	  celle	  des	  mâles	  BC1	  ;	  les	  mâles	  DKO	  et	  WT	  

BC2	  ayant	  tous	  dû	  être	  sacrifiés	  à	  J8	  (résultats	  non	  montrés).	  Notons	  que	   la	  sensibilité	  des	  

femelles	  n’a	  quant	  à	  elle	  pas	  été	  affectée	  par	  l’avancement	  du	  «	  backcross	  »	  (données	  non	  

montrées).	  Il	  a	  donc	  fallu	  procéder	  à	  une	  nouvelle	  mise	  au	  point	  du	  traitement	  pour	  les	  BC2	  :	  

soit	   2%	   pendant	   5	   jours.	   Il	   s’agit	   désormais	   de	   la	   dose	   établie	   que	   nous	   utilisons	   pour	   ce	  

modèle.	  	  

Ainsi,	  de	  façon	  importante,	  en	  réadaptant	  le	  traitement,	  nous	  avons	  pu	  mettre	  en	  évidence	  

que	  l’on	  observe	  tant	  chez	  les	  mâles	  BC1	  que	  BC2	  une	  exacerbation	  franche	  et	  reproductible	  

de	   la	   gravité	   de	   la	   maladie	   pour	   les	   DKO	   (la	   perte	   de	   poids	   maximale	   moyenne	   est	  

supérieure)	  en	  comparaison	  des	  contrôles	  (Figure	  26A).	  De	  plus,	  comme	  on	  peut	  le	  voir	  sur	  

la	  Figure	  26B,	   le	  rétrécissement	  du	  colon	  à	  J6	  chez	  les	  mâles	  DKO	  est	  supérieur	  à	  celui	  des	  

mâles	  WT.	  Tout	  comme	  la	  perte	  de	  poids	  plus	  importante,	  cette	  observation	  est	  révélatrice	  

de	  l’exacerbation	  de	  la	  pathologie	  chez	  les	  souris	  DKO.	  
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Figure 26 Modèle DSS de colite aigüe chez les mâles DKO (BC2). 
 (A) Traitement à 2% de DSS pendant 5 jours chez des mâles WT et DKO hébergées dans des cages séparées 
en fonction de leur génotype dès le sevrage. (A) Mesure à J6 du rétrécissement du colon de mâles WT et DKO 

traités pendant 5 jours avec 2% de DSS dans leur eau de boisson. 
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DISCUSSION	  

L’identification	  des	  TH17,	  une	  nouvelle	  population	  de	  lymphocytes	  T	  CD4+	  effecteurs	  dont	  la	  

différenciation	  est	  sous	  la	  dépendance	  du	  facteur	  de	  transcription	  RORγt,	  a	  initié	  depuis	  une	  

dizaine	  d’années	  une	  multitude	  d’études	  quant	  à	  leur	  rôle	  dans	  la	  défense	  de	  l’hôte	  et	  dans	  

le	   développement	   de	   pathologies	   auto-‐immunes	   et	   inflammatoires.	   À	   la	   suite	   de	   ces	  

découvertes,	   les	   immunologistes	   ont	   identifié	   une	   grande	   diversité	   de	   populations	  

lymphoïdes	  en	  miroir	  des	  polarisations	  TH1,	  TH2	  et	  TH17	  et	  dépendantes	  des	  mêmes	  facteurs	  

de	   transcription	   T-‐bet,	   GATA-‐3	   et	   RORγt.	   Il	   semble	   désormais	   de	   plus	   en	   plus	   clair	   que	   la	  

majorité	   des	   types	   cellulaires	   lymphoïdes,	   qu’ils	   soient	   adaptatifs	   ou	   innés	   tels	   que	   les	  

lymphocytes	  Tγδ,	  les	  cellules	  NKT	  et	  les	  ILCs,	  semble	  être	  organisée	  selon	  ce	  même	  schéma	  

de	   polarisation	   et	   divergent	   notamment	   sur	   la	   rapidité	   de	   réponse	   et	   leur	   localisation	  

anatomique.	  

En	  parallèle	  de	  ces	  découvertes	  sur	   les	  cellules	   lymphoïdes	  et	  plus	  particulièrement	  sur	   les	  

cellules	  RORγt+,	  notre	  équipe	  s’est	   intéressé	  depuis	  2005	  à	   l’étude	  de	  Tmem176b	  un	  gène	  

initialement	   identifié	   (sous	   le	   nom	   de	   Torid)	   comme	   fortement	   exprimé	   dans	   les	   cellules	  

myéloïdes	   immatures	   dans	   un	   contexte	   d’inhibition	   du	   rejet	   aigu	   d’allogreffe	   chez	   le	   rat	  

(Louvet	   et	   al.,	   2005).	   De	   façon	   intéressante,	   ces	   deux	   domaines	   d’étude	   (auto-‐

immunité/inflammation	   et	   régulation	   de	   la	   réponse	   allogénique)	   ont	   convergés	   lorsque	   le	  

groupe	   de	   Dan	   Littman	   a	  mis	   en	   évidence	   que	   Tmem176b	   et	   son	   homologue	   Tmem176a	  

faisaient	  partie	  des	  onze	  gènes	  directement	  ciblés	  par	  RORγt	  (Ciofani	  et	  al.,	  2012).	  	  

A	   partir	   de	   cette	   observation,	  mon	   travail	   a	   permis	   de	   réaliser	   pour	   la	   première	   fois	   une	  

étude	  comparative	  et	  précise	  de	  l’expression	  de	  Tmem176a	  et	  b	  dans	  les	  cellules	  lymphoïdes	  

de	  type	  1,	  2	  et	  17	  (Drujont	  et	  al.,	  2016).	  En	  cohérence	  avec	  les	  résultats	  du	  groupe	  de	  Dan	  

Littman	  sur	  les	  gènes	  cibles	  de	  RORγt	  ainsi	  qu’avec	  les	  récentes	  publications	  des	  groupes	  de	  

Marco	   Colonna	   et	   Mitchell	   Kronenberg	   montrant	   une	   association	   des	   deux	   homologues	  

avec,	  respectivement,	  les	  ILC3s	  et	  les	  NKT17,	  nous	  avons	  mis	  en	  évidence	  une	  surexpression	  

spécifique	  de	  Tmem176a	  et	  b	  dans	  les	  TH17	  par	  rapport	  aux	  TH1	  et	  aux	  TH2	  mais	  aussi	  dans	  

les	  ILC3	  et	  les	  Tγδ17	  (Ciofani	  et	  al.,	  2012	  ;	  Drujont	  et	  al.,	  2016	  ;	  Engel	  et	  al.,	  2016	  ;	  Robinette	  

et	  al.,	  2015	  ).	  Enfin,	  nous	  avons	  démontré	  que	  TMEM176A	  est	  un	  canal	  cationique	  comme	  

TMEM176B	  et	  que	  ces	  deux	  homologues	  sont	  localisés	  à	  proximité	  du	  réseau	  trans-‐Golgien	  

dans	  les	  TH17	  humains	  (Drujont	  et	  al.,	  2016	  ;	  Segovia	  et	  al.,	  2014	  ).	  
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CANAUX	  IONIQUES	  ET	  RÉPONSE	  IMMUNE	  DE	  TYPE	  17	  ?	  

Peu	  de	  choses	  sont	  connues	  au	  sujet	  des	  flux	  ioniques	  intracellulaires	  et	  nos	  connaissances	  

actuelles	   sont	   encore	   plus	   limitées	   lorsqu’il	   s’agit	   de	   canaux	   ioniques	   impliqués	   dans	   des	  

fonctions	  immunes	  spécifiques	  (Feske	  et	  al.,	  2015).	  L’originalité	  de	  mon	  projet	  de	  thèse	  peut	  

donc	  être	  résumée	  par	  les	  problématiques	  suivantes	  :	  	  

-‐ En	  quoi	  la	  surexpression	  spécifique	  des	  canaux	  cationiques	  TMEM176A	  et	  B	  dans	  les	  

cellules	   RORγt+	  est-‐elle	   importante	   pour	   des	   fonctions	   particulières	   de	   ces	   cellules	  

lymphoïdes	  ?	  

-‐ L’étude	  de	  ces	  deux	  homologues	  peut-‐elle	   représenter	  un	  nouvel	  angle	  d’approche	  

pour	  la	  mise	  en	  place	  de	  stratégies	  thérapeutiques	  dans	  le	  domaine	  des	  pathologies	  

auto-‐immunes	  et	  inflammatoires	  humaines	  dépendantes	  de	  RORγt	  ?	  

Il	   apparaît	   désormais	   clairement	   que	   les	   flux	   ioniques	   jouent	   des	   rôles	   majeurs	   dans	   les	  

cellules	   immunes,	   notamment	   dans	   le	   développement	   lymphocytaire	   et	   l’induction	   des	  

réponses	   immunes	   innées	   et	   adaptatives	   (expressions	   géniques,	   prolifération,	   apoptose,	  

migration).	   Dans	   les	   cellules	   immunes,	   les	   flux	   de	   cations	   divalents	   (Ca2+,	  Mg2+,	   Zn2+)	   ont	  

surtout	  un	  rôle	  de	  seconds	  messagers	  pour	  réguler	  les	  voies	  de	  signalisation	  intracellulaires.	  

Tandis	   que	   les	   flux	   d’ions	   monovalents	   (Na+,	   K+,	   Cl-‐)	   ont	   principalement	   un	   rôle	   dans	   la	  

régulation	   du	   potentiel	   de	   membrane,	   ils	   participent	   donc	   indirectement	   au	   contrôle	   de	  

l’afflux	  calcique	  dans	  les	  cellules	  immunitaires.	  	  

L’écrasante	  majorité	  des	  connaissances	  actuelles	  en	  terme	  de	  flux	  ioniques	  dans	  les	  cellules	  

T	   sont	   relatives	   aux	   canaux	   calciques	   exprimés	   à	   la	   membrane	   plasmique	  :	   il	   s’agit	   des	  

canaux	  CRAC.	  L’une	  des	  fonctions	  essentielle	  de	  l’afflux	  de	  Ca2+	  via	   les	  canaux	  CRAC	  est	  de	  

réguler	  l’expression	  de	  gènes	  codant	  pour	  des	  chimiokines	  et	  des	  cytokines.	  Le	  Ca2+	  agit	  en	  

induisant	  la	  voie	  calcineurine-‐NFAT	  qui	  est	  aussi	  stimulée	  en	  amont	  par	  le	  signal	  provenant	  

du	   TCR.	   Le	   pore	   calcique	   des	   canaux	   CRAC	   est	   constitué	   par	   la	   protéine	   ORAI1.	   Dans	   un	  

lymphocyte	  T,	  suite	  à	  la	  stimulation	  du	  TCR,	  l’afflux	  massif	  de	  Ca2+	  dans	  la	  cellule	  via	  ORAI1	  

est	   régulé	   par	   la	   protéine	   STIM1	   située	   dans	   le	   réticulum	   endoplasmique	   et	   elle-‐même	  

sensible	   au	   Ca2+.	   L’entrée	   de	   Ca2+	   joue	   un	   rôle	   clé	   dans	   les	   processus	   de	   régulation	  
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transcriptionnelle	  dans	   les	   lymphocytes	  T.	  En	  effet,	   il	  a	  été	  démontré	  que	  les	  canaux	  CRAC	  

influencent	  les	  capacités	  de	  production	  cytokinique	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+	  effecteurs.	  Par	  

exemple,	  une	  étude	  récente	  du	  groupe	  de	  Stefan	  Feske	  a	  démontré	  que	  l’inhibition	  sélective	  

de	  ORAI1	  était	  capable	  de	  s’opposer	  à	  l’induction	  de	  l’EAE.	  De	  plus,	  dans	  ces	  souris	  ORAI1	  KO	  

la	   production	   de	   cytokines	   telles	   que	   l’IL-‐17,	   l’IFNγ	   et	   le	  GM-‐CSF	   dans	   le	   SNC	   est	   presque	  

complètement	  abolie	  (Kaufmann	  et	  al.,	  2016).	  

Mis	   à	   part	   les	   deux	   homologues	   TMEM176A	   et	   B,	   à	   notre	   connaissance	   il	   existe	   très	   peu	  

d’autres	   canaux	   cationiques	   strictement	   spécifiques	   des	   TH17.	   Les	   canaux	   K+	   qui	  

maintiennent	   le	   potentiel	   de	   membrane	   sont	   un	   second	   exemple	   de	   canaux	   dont	  

l’expression	   est	   spécifiquement	   associée	   à	   certaines	   lignées	   lymphocytaires.	   En	   effet,	  

contrairement	  aux	  TH1	  et	  TH2	  dans	  lesquels	  l’activité	  des	  KCa3.1	  domine,	  les	  TH17	  dépendent	  

principalement	  des	  canaux	  Kv1.3	  pour	  l’activation	  et	  la	  production	  d’IL-‐17A	  (Di	  et	  al.	  2010).	  

De	  plus,	  les	  souris	  Kv1.3	  KO	  se	  sont	  révélées	  résistantes	  à	  l’EAE	  et	  les	  cellules	  T	  CD4+	  de	  ces	  

souris	  produisent	  peu	  d’IFNγ	   et	  d’IL-‐17	  et	   sont	  moins	   capables	  de	  proliférer	   (Gocke	  et	   al.,	  

2012).	  

Actuellement,	   le	   rôle	   et	   l’importance	   des	   canaux	   cationiques	   TMEM176A	   et	   B	   dans	   les	  

cellules	   lymphoïdes	   sont	   inconnus.	   Il	   s’agit	   d’un	   domaine	   de	   recherche	   prometteur	   qui	  

pourrait	   permettre	   de	   mieux	   comprendre	   les	   mécanismes	   sous-‐jacents	   indispensables	   à	  

l’activité	   lymphocytaire	   de	   type	   17	   et	   de	   révéler	   de	   nouvelles	   pistes	   thérapeutiques.	  

Comment	   des	   canaux	   ioniques	   spécifiquement	   exprimés	   dans	   certaines	   lignées	  

lymphocytaires	   sont-‐ils	   capables	   d’influencer	   la	   différenciation	   et/ou	   l’activité	   de	   ces	  

cellules	  immunes	  ?	  

	  

PERSPECTIVE	  D’ETUDE	  DANS	  LES	  TH17	  ET	  LES	  ILC3s	  

Il	  sera	  très	  intéressant	  de	  poursuivre	  l’étude	  des	  souris	  DKO	  dans	  le	  contexte	  du	  modèle	  EAE	  

qui	  est	   le	  modèle	  de	   référence	  pour	   la	  pathogénicité	  des	   cellules	  Th17	  et	  dans	   lequel	  nos	  

résultats	  préliminaires	  montrent	  un	  retardement	  de	  l’apparition	  de	  signes	  cliniques	  dans	  les	  

souris	  DKO.	  A	  ce	  sujet,	   il	  sera	  important	  de	  comparer	  l’expression	  de	  Tmem176a	  et	  b	  dans	  

les	   cellules	   Th17	   pathogéniques	   et	   non-‐pathogéniques.	   L’analyse	   de	   données	   publiées	  

pourrait	  représenter	  une	  première	  approche	  (Gaublomme	  et	  al.,	  2015	  ;	  Wang	  et	  al.,	  2015).	  Il	  
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serait	  aussi	  possible	  de	  purifier	  des	  cellules	  Th17	  produisant	  à	   la	  fois	  de	   l’IL-‐17	  et	  de	   l’IFNγ	  

par	   la	   technique	   «	  cytokine	   capture	   assay	  »	   (cellules	   en	   vie,	   sans	   fixation	   et	   marquage	  

intracellulaire,	  permettant	  une	  isolation	  des	  ARNm).	  L’autre	  alternative	  serait	  de	  développer	  

une	   technique	   de	   marquage	   intracellulaire	   permettant	   une	   conservation	   des	   ARNm.	   J’ai	  

tenté	   de	   développer	   une	   telle	   approche	   (Hrvatin	   et	   al.,	   2014)	   en	   l’adaptant	   des	   cellules	  

purifiées	   de	   l’intestin	   mais	   qui	   ne	   s’est	   malheureusement	   pas	   révélé	   suffisante	   pour	  

permettre	  d’obtenir	  d’ARNm	  non	  dégradés.	  

Les	   résultats	   préliminaires	   d’exacerbation	   dans	   le	  modèle	   DSS	   suggèrent	   une	   dysfonction	  

des	   ILC3s	   dans	   les	   souris	   DKO.	   Il	   sera	   important	   d’analyser	   plus	   finement	   les	  mécanismes	  

physiopathologiques	   à	   l’œuvre	   dans	   ce	   modèle,	   notamment	   par	   une	   analyse	  

anatomopathologique,	  une	  quantification	  de	  la	  perméabilité	  intestinale	  et	  de	  la	  production	  

d’IL-‐22	  en	  relation	  avec	  la	  distribution	  des	  ILC3s	  dans	  la	  lamina	  propria	  du	  colon.	  

Quel	  que	  soit	  le	  modèle	  d’étude	  poursuivi,	  l’utilisation	  de	  la	  souris	  cDKO	  (DKO	  conditionnel)	  

sera	  essentielle	  pour	  déterminer	  précisément	  à	  quel	  type	  cellulaire	  est	  attribuée	  l’altération	  

fonctionnelle	  provoquée	  par	  l’absence	  de	  ces	  deux	  canaux	  ioniques	  homologues.	  

	  

FONCTION	  INTRACELLULAIRE	  DES	  CANAUX	  CATIONIQUES	  TMEM176A	  ET	  B	  ?	  

Afin	  de	  mieux	  comprendre	  la	  fonction	  intracellulaire	  de	  TMEM176A	  et	  B,	  il	  est	  tout	  d’abord	  

intéressant	  de	  noter	  qu’elle	  n’est	  très	  probablement	  pas	  strictement	  restreinte	  aux	  cellules	  

myéloïdes	  (et	  en	  particulier	  à	  la	  présentation	  croisée	  antigénique)	  ou	  aux	  cellules	  RORγt+.	  Il	  

est	  possible	  que	  cette	  fonction	  s’adapte	  selon	  le	  type	  cellulaire.	  En	  effet,	  il	  a	  été	  détecté	  des	  

niveaux	  d’expression	  en	  général	  plus	  faibles	  mais	  significatifs	  dans	  de	  multiples	  autres	  types	  

cellulaires	  immunitaires	  (Condamine	  et	  al.,	  2010	  ;	  Drujont	  et	  al.,	  2016	  ;	  Louvet	  et	  al.,	  2005	  )	  

mais	  aussi	  dans	  des	  cellules	  non	  hématopoïétiques	  aussi	  diverses	  que	  certains	   fibroblastes	  

(Lurton	   et	   al.,	   1999),	   des	   neurones	   (Maeda	   et	   al.,	   2006)	   ou	   diverses	   cellules	   tumorales	  

(Cuajungco	  et	  al.,	  2012	  ;	  Otsubo	  et	  al.,	  2014)	  (Figure	  27).	  L’étude	  du	  rôle	  de	  ces	  homologues	  

dépasse	  donc	  le	  cadre	  de	  l’immunologie.	  Il	  n’existe	  cependant	  que	  très	  peu	  d’études	  visant	  à	  

comprendre	   la	   fonction	  de	  ces	  homologues.	  Maeda	  et	  al.	  ont	  généré	  une	  souris	  déficiente	  

pour	   Tmem176b	   (appelée	   mClast1-‐KO)	   similaire	   à	   la	   notre	   et	   ont	   observé	   l’apparition	  

d’ataxie	   dans	   une	   fraction	   des	   souris	   associée	   à	   une	   désorganisation	   du	   cervelet	   due	   à	   la	  
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perte	   des	   cellules	   neuronales	   dites	   granulaires	   dans	   lesquelles	   Tmem176b	   est	  

préférentiellement	  exprimé	  en	  comparaison	  avec	  d’autres	  types	  de	  neurones	  (Maeda	  et	  al.,	  

2006).	   Dans	   deux	   autres	   études,	   les	   auteurs	   ont	   examiné	   l’effet	   de	   l’induction	   de	  

l’expression	   de	   Tmem176b	   :	   D’une	   part,	   Ruy	   et	   al.	   ont	   observé	   que	   Tmem176b	   était	  

négativement	   régulé	   par	   une	   forme	   oncogénique	   de	   Ras	   et	   que	   le	   maintien	   de	   son	  

expression	  réduisait	  la	  tumorigénicité	  de	  cellules	  NIH3T3	  (transformées	  par	  H-‐RasV12)	  dans	  

des	  souris	  NUDE	  (Ryu	  et	  al.,	  2010).	  D’autre	  part,	  Yano	  et	  al.	  ont	  rapporté	  que	  l’expression	  de	  

Tmem176b	  (induite	  par	  le	  récepteur	  Activin-‐Like-‐Kinase	  2,	  ALK2)	  favorisait	  la	  différenciation	  

de	  myoblastes	  en	  ostéoclastes	  (Yano	  et	  al.,	  2014).	  

	  

Figure 27 Expression sélective mais diverse de Tmem176a et b. 
La plupart des publications reportant une expression de ces homologues, chez la souris ou l’homme, ne sont pas 
associées avec une étude fonctionnelle in vivo. La souris double KO (DKO) que nous avons générée aura donc 

une grande utilité dans des champs de recherche très variés, au delà de l’immunologie. 

Ainsi,	   les	   protéines	   TMEM176A	   et	   B	   semblent	   être	   présentes	   à	   un	   niveau	   basal	   dans	   une	  

grande	  variété	  de	  cellules	  mais	  peuvent	  être	  induites	  à	  de	  forts	  niveaux	  d’expression	  par	  des	  

stimuli	   spécifiques	   (comme	   ceux	   qui	   induisent	   l’expression	   de	   RORγt)	   pour	   les	   besoins	  

spécialisés	   de	   certaines	   différenciations	   cellulaires.	   Il	   restait	   donc	   à	   découvrir	   à	   partir	   de	  

quelle	   fonction	   universelle,	   si	   elle	   existe,	   liée	   à	   un	   organite	   intracellulaire	   ubiquitaire	   ces	  

canaux	  cationiques	  pourraient	  médier	  leur(s)	  fonction(s).	  
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LIEN	  AVEC	  LE	  GOLGI	  ?	  

Il	   avait	   précédemment	   été	  montré	   que	   TMEM176B	   pouvait	   être	   détecté	   au	   niveau	   de	   la	  

membrane	  des	  phagosomes	  dans	  les	  DCs	  humaines	  (Segovia	  et	  al.,	  2014	  ;	  Shui	  et	  al.,	  2008	  ).	  

Cependant,	  une	   large	  part	  de	   l’expression	  de	  cet	  homologue	  apparaissait	  en	  dehors	  de	  ce	  

compartiment	   cellulaire,	   notamment	   au	   regard	   des	   analyses	   préliminaires	   chez	   le	   rat	   qui	  

suggéraient	  une	  localisation	  principalement	  péri-‐nucléaire	  (Louvet	  et	  al.,	  2005).	  Finalement,	  

ces	   premiers	   résultats	   sont	   cohérents	   avec	   notre	   démonstration	   récente	   (Drujont	   et	   al.,	  

2016)	  d’une	  accumulation	  de	  TMEM176A	  et	  B	  au	  niveau	  de	  l’appareil	  de	  Golgi.	  Cet	  organite	  

complexe	   est	   formé	   d’une	  multitude	   d’unités	   fonctionnelles	   regroupées	   en	   ruban	   (“Golgi	  

ribbon”)	  près	  du	   centrosome	   (région	  péri-‐nucléaire),	   chacune	   constituée	  d’un	  empilement	  

(“stack”)	  de	  citernes	  plates	  à	  travers	  lesquelles	  transitent	  les	  cargos	  moléculaires	  provenant	  

du	   réticulum	   endoplasmique	   (RE),	   successivement	   du	   cis-‐Golgi	   vers	   le	   trans-‐Golgi	   et	   le	  

réseau	  trans-‐Golgi	  (TGN,	  trans-‐Golgi	  network).	  Grâce	  à	  la	  combinaison	  de	  marqueurs	  cis-‐	  et	  

trans-‐Golgi	  et	  à	  des	  traitements	  permettant	  de	  séparer	  chaque	  unité	  du	  Golgi,	  nous	  avons	  

trouvé	   que	   TMEM176B	   se	   localisait	   plus	   précisément	   à	   l’extrémité	   du	   TGN.	   De	   façon	  

importante,	  cette	  forte	  association	  au	  Golgi	  a	  été	  retrouvée	  à	  la	  fois	  dans	  des	  cellules	  HeLa,	  

dans	   des	   DCs	   dérivées	   de	   monocytes	   ainsi	   que	   dans	   des	   Th17	   différenciées	   in	   vitro.	   Ces	  

résultats	   sont	   cohérents	   avec	  une	   fonction	  de	   TMEM176B	   (et	  A)	   dans	   les	   phagosomes	  de	  

DCs	  puisque	  le	  TGN	  est	  en	  étroite	  relation	  avec	  le	  compartiment	  endo/phagosomal	  et	  dans	  

les	  deux	  directions	  (antérograde	  et	  rétrograde).	  La	  fonction	  dans	  les	  Th17	  reste	  cependant	  à	  

élucider.	  

De	   façon	   intéressante,	   des	   résultats	   préliminaires	   de	   visualisation	   en	   temps	   réel	   de	   la	  

dynamique	   intracellulaire	   de	   TMEM176B	   ont	   été	   obtenus	   récemment	   grâce	   à	   une	  

collaboration	   avec	   le	   groupe	   de	   Franck	   Perez	   (Institut	   Curie,	   Paris).	   Ce	   travail	   a	   été	  

développé	  au	   laboratoire	  par	  Mélanie	  Lancien	   (stage	  de	  M2)	  sur	   la	   technique	  dite	  “RUSH”	  

(Boncompain	  et	  al.,	  2012)	  et	  montre	  clairement	  que	  TMEM176B	  transite	  à	  partir	  du	  RE	  vers	  

le	   Golgi	   à	   partir	   duquel	   il	   va	   s’associer	   progressivement	   avec	   des	   vésicules	   mobiles,	   se	  

déplaçant	  vers	  la	  membrane	  plasmique	  mais	  aussi	  à	  l’intérieur	  de	  la	  cellule.	  Ces	  observations	  

requièrent	   désormais	   l’identification	   de	   la	   nature	   de	   ces	   vésicules	   mais	   renforce	   dès	   à	  

présent	  notre	  hypothèse	  que	  TMEM176B	  (et	  probablement	  aussi	  TMEM176A)	  ne	  sont	  pas	  

des	   canaux	   ioniques	   résidents	   du	  Golgi,	  mais	   jouent	   un	   rôle	   plus	   probablement	   en	   aval	   à	  
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partir	   du	   TGN	   et	   touchant	   potentiellement	   plus	   largement	   le	   système	   endo/phagosomal	  

dans	  son	  ensemble	  ainsi	  que	  la	  machinerie	  de	  sécrétion	  et/ou	  recyclage.	  En	  ce	  sens,	  il	  sera	  

intéressant	  d’examiner	  l’impact	  de	  la	  double	  déficience	  pour	  Tmem176a	  et	  b	  sur	  la	  capacité	  

de	  sécrétion	  cytokinique	  (et	  pas	  seulement	  de	  production/accumulation)	  des	  Th17	  (ou	  ILC3	  

etc…)	  mais	  aussi	  sur	  leur	  sensibilité	  à	  la	  signalisation	  de	  récepteurs	  spécifiques	  tels	  que	  l’IL-‐

23R,	  l’IL-‐1R,	  le	  TGFβR	  ou	  le	  CCR6	  (Figure	  28).	  

	  

Figure 28 Principaux acteurs moléculaires associés à la biologie (différenciation, stabilité, migration, fonction) des 
cellules Th17. 

Les cibles directes de RORgt sont indiquées en rouge. La dynamique de localisation des canaux ioniques 
TMEM176A et B à partir du réseau trans-Golgien vers le système endosomal (et possiblement 

sécrétoire/recyclage) suggère qu’ils jouent un rôle dans la régulation de processus intracellulaires spécifiques et 
encore inconnus dans les cellules Th17. En ce sens, il est intéressant de remarquer que les cellules Th17 sont 

capables d’exprimer à la fois des récepteurs clés (CCR6, IL-1R1, TGFβR) et leur ligand (CCL20, IL-1β, TGFβ) de 
façon autocrine. Nous posons l’hypothèse que l’ensemble ou une partie de ces processus post-traductionnels 
requiert la présence de TMEM176A et B à travers leur activité ionique qui reste à élucider dans ces cellules. 

Au	  niveau	  moléculaire,	  il	  est	  intéressant	  de	  mettre	  en	  parallèle	  la	  fonction	  d’équilibrage	  du	  

pH	  phagosomal	  (dans	  les	  DCs)	  de	  Tmem176b	  (Segovia	  et	  al.,	  2014)	  avec	  le	  rôle	  de	  GPHR,	  le	  

seul	  canal	  ionique	  (à	  Cl-‐)	  résident	  du	  Golgi,	  dans	  l’établissement	  d’un	  gradient	  de	  pH	  entre	  le	  

RE	  et	  à	  travers	  tout	  l’appareil	  de	  Golgi	  (Maeda	  et	  al.,	  2008).	  Il	  est	  alors	  tentant	  de	  suggérer	  

que	  TMEM176A	  et	  B	  participent	  directement	  aux	  réglages	  précis	  du	  pH	  dans	   les	  différents	  

compartiments	   post-‐Golgiens,	   des	   vésicules	   de	   sécrétion	   aux	   lysosomes.	   Cette	   fonction	  

serait	   alors	   préférentiellement	   développée	   dans	   certaines	   cellules	   telles	   que	   les	   cellules	  

myéloïdes	  immatures	  mais	  aussi	  dans	  les	  cellules	  RORγt+	  pour	  des	  raisons	  encore	  largement	  

incomprises	  mais	  dont	   l’élucidation	  pourrait	   lever	   le	  voile	  sur	  de	  nouveaux	  mécanismes	  de	  

régulation	  du	  système	  immunitaire.	  
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ANNEXES	  

A.	   Annexe	   I	  :	   Article	   publié	   dans	  PLOS	  ONE,	   «	  Evaluation	   of	   the	  
therapeutic	   potential	   of	   Bone	   Marrow-‐Derived	   Myeloid	  
Suppressor	  Cell	   (MDSC)	  adoptive	   tranfer	   in	  mouse	  models	  of	  
autoi	  mmunity	  and	  allograft	  rejection	  »	  (Drujont	  et	  al.	  2014)	  
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Abstract

Therapeutic use of immunoregulatory cells represents a promising approach for the treatment of uncontrolled immunity.
During the last decade, myeloid-derived suppressor cells (MDSC) have emerged as novel key regulatory players in the
context of tumor growth, inflammation, transplantation or autoimmunity. Recently, MDSC have been successfully generated
in vitro from naive mouse bone marrow cells or healthy human PBMCs using minimal cytokine combinations. In this study,
we aimed to evaluate the potential of adoptive transfer of such cells to control auto- and allo-immunity in the mouse.
Culture of bone marrow cells with GM-CSF and IL-6 consistently yielded a majority of CD11b+Gr1hi/lo cells exhibiting strong
inhibition of CD8+ T cell proliferation in vitro. However, adoptive transfer of these cells failed to alter antigen-specific CD8+ T
cell proliferation and cytotoxicity in vivo. Furthermore, MDSC could not prevent the development of autoimmunity in a
stringent model of type 1 diabetes. Rather, loading the cells prior to injection with a pancreatic neo-antigen peptide
accelerated the development of the disease. Contrastingly, in a model of skin transplantation, repeated injection of MDSC or
single injection of LPS-activated MDSC resulted in a significant prolongation of allograft survival. The beneficial effect of
MDSC infusions on skin graft survival was paradoxically not explained by a decrease of donor-specific T cell response but
associated with a systemic over-activation of T cells and antigen presenting cells, prominently in the spleen. Taken together,
our results indicate that in vitro generated MDSC bear therapeutic potential but will require additional in vitro factors or
adjunct immunosuppressive treatments to achieve safe and more robust immunomodulation upon adoptive transfer.
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Introduction

Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) comprise a hetero-
geneous population of myeloid cells at various stages of
differentiation accumulating during pathological situations, such
as tumor development or inflammation, and with the ability to
suppress T-cell responses [1,2,3]. In mice, MDSC are broadly
defined as CD11b+ Gr1+ cells and have been shown to exhibit a
variety of suppressor mechanisms [4,5].
Growing evidence indicate a central role of MDSC in diverse

models of autoimmune diseases [6] including type 1 diabetes [7,8],
arthritis [9], colitis [10], alopecia areata [11], myocarditis [12] or
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) [13,14,15]. A
protective role of MDSC has also been documented in the context

of allogenic transplantation [4,16,17,18,19,20,21]. Interestingly, a
recent report linked the accumulation of MDSC with FoxP3+

regulatory T cells (Tregs) in kidney-transplanted patients [22].
Thus, similarly to Tregs [23], MDSC represent a novel

regulatory cell type that could be manipulated to achieve immune
tolerance in the context of autoimmunity or transplantation.
Although injections of G-CSF [24], LPS [18] or IL-33 [25] have
been shown to favor the generation of endogeneous MDSC in
allograft recipient mice, a promising and clinically applicable
approach would consist in the adoptive transfer of in vitro-
generated MDSC. In this regard, the study by Rossner et al.
initially paved the way towards MDSC generation from bone
marrow (BM) cells using GM-CSF [26]. Alternatively, Zhou et al.
demonstrated the development of MDSC from mouse stem cells
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[27]. Other studies reported that BM cells co-cultured with hepatic
stellate cells could lead to the production of MDSC effectively
preventing murine islet allograft rejection [28] or colitis [29].
Generally, GM-CSF, in conjunction with tumor cells conditioned
culture medium, appeared as a pivotal cytokine for the generation
of MDSC [30,31]. IL-6 has subsequently been identified as a
potent complement to GM-CSF for the generation of both mouse
and human MDSC [32,33]. Importantly, Marigo et al. showed
that mouse bone marrow-derived MDSC generated with GM-
CSF and IL-6 exhibit a stronger immunosuppressive activity
in vivo and could induce long-term survival of pancreatic islet
allograft upon repeated adoptive transfer [32]. This latter study
opened an avenue to the generation of these cells in great numbers
and in a controlled manner for their use in cellular immunother-
apy.
In the current study, we investigated and compared the

suppressive potential of BM-derived MDSC generated in vitro
with GM-CSF and IL-6, without combination treatment, in
different mouse models of auto- and allo-immunity.

Results

Based on the method described by Marigo et al. [32], we
cultured BM cells from naive mice with GM-CSF and IL-6 and
examined their phenotype after 4 days. We routinely obtained .
90% of CD11b+ cells that could be subdivided in Gr1hi and Gr1low

cells (Figure 1A and B). Gr1low cells, which contain the majority of
CD11c+ cells (Figure 1C), were shown to exhibit the highest
suppressive activity [32]. Attributing the term MDSC to immature
myeloid cells requires the demonstration of an immunosuppressive
function, at least in vitro. As shown in Figure 2A and B, BM cells
cultured with GM-CSF and IL-6 efficiently prevented CD8+ T cell
proliferation in a dose-dependent manner, reaching .80%
inhibition at a ratio of 2:1 (MDSC:T cells).
We then examined the suppressive potential of these MDSC

in vivo. In order to best reproduce a T cell response triggered by a
cellular antigen, we immunized mice with COS cells transfected
with a plasmid encoding a non-secreted fusion protein linking the
ovalbumin peptide SIINFEKL (OVA257–264) to GFP. In this
system, the OVA peptide is presented to CD8+ T cells by recipient
APCs on their MHC class I molecules through the processes of
phagocytosis and antigen cross-presentation. The injection of
CD8+ T cells from TCR-transgenic OT-1 mice then allows the
monitoring of an antigen-specific T cell reponse in vivo, as
depicted in Figure 3A and C. Immunization with OVA-expressing
COS cells resulted in a strong CD8+ T cell proliferation while
control COS cells did not. Concomitant adoptive transfer of
MDSC and immunization did not prevent this proliferation
(Figure 3B). We then hypothesized that, rather than significantly
altering proliferation, MDSC could influence their differentiation
into CTLs. However, as shown in Figure 3D, MDSC failed to
impact antigen-specific T cell cytoxicity.
To assess the effect of MDSC adoptive transfer in a more

physiological context, we made use of a model of type 1 diabetes
[34,35] in which autoimmunity is induced by the injection of
CD8+ OT-1 T cells in conjunction with a polyclonal anti-OVA
antibody (Ab) into RIP-mOVA transgenic mice (membrane OVA
is expressed as a neo-antigen by the pancreatic beta cells under the
rat insulin promoter). In our hands, and as previously established
[34], virtually all mice become diabetic within 5 to 12 days. Single
adoptive transfer of MDSC on the day of OT-1 and Ab injection
did not prevent diabetes development (Figure 4A). We reasoned
that MDSC might benefit from an inflammatory milieu to stably
exert their suppressive function on T cells. However, neither two

consecutive adoptive transfers of MDSC, 2 and 5 days after OT-1
and Ab injection (Figure 4B), nor a single injection at day 5 using
twice as much cells (data not shown) significantly impinged on the
progression of the disease. Finally, we tested whether the loading
of MDSC with the antigenic peptide before injection could
potentiate the suppression by promoting their interaction with the
diabetogenic T cells. Strikingly, this approach seemed to rather
exacerbate the development of the disease, since treated mice
developed accelerated diabetes compared to control mice
(Figure 4C).
Next, we tested whether adoptive transfer of MDSC could

modulate a polyclonal response in the context of allograft
rejection. As shown in Figure 5A, while male skin grafts
transplanted onto female recipients were rejected within 19 to
28 days, two injections of syngenic (female) MDSC, the day before
transplantation and at day 6 post-transplantation, were sufficient
to prolong graft survival. A single injection of LPS-activated
MDSC (LPS was added to the MDSC culture for the last 5 hours)
on the day of transplantation similarly achieved a significant
outcome (Figure 5B). However, this effect was markedly and
reproducibly enhanced with five weekly consecutive injections,
leading to graft survival up to 40 days (Figure 5C).
To understand the beneficial effect of MDSC adoptive transfers

on skin graft survival, we investigated the immune cell composition
directly in the graft as well as in the draining lymph nodes and in
the spleen, two weeks post-transplantation (after three weekly
injections of MDSC). Few or no injected MDSC were detected
(using the congenic marker Ly5.1) suggesting that these cells are
rapidly eliminated or preferentially home to a distinct location
than the skin graft, the draining lymph nodes or the spleen.
Surprisingly, we found that skin grafts from both untreated and
MDSC-treated mice showed similar numbers of total infiltrated
leucocytes (data not shown). In fact, the proportion of CD4+ T
cells was even increased in MDSC-treated mice (Figure 6A)
whereas no difference was observed for CD8+ T cells (Figure 6B).
In addition, donor-specific CD8+ T cells were found in similar
numbers both in skin grafts (Figure 6C) and in the periphery
(Figure 7A). The proportions of CD19+ B cells, CD32 NK1.1+

NK cells, CD3+ CD4+ or CD3+ CD8+ T cells were not altered by
MDSC adoptive transfers (data not shown). FoxP3+ cell numbers
among CD4+ T cells were increased in skin-grafted mice
compared to naive mice but no significant differences were
observed between untreated and MDSC-treated mice (Figure 7B).
As expected, increased numbers of CD25+ and CD69+ T cells
were detected mostly in the draining lymph nodes of skin graft
recipients compared to naive mice (Figure 7C and D). However,
MDSC adoptive transfers did not prevent this activation
phenotype. On the contrary, we observed a dramatic increase of
CD25+ and CD69+ T cell numbers in MDSC-treated mice, almost
exclusively in the spleen (Figure 7C and D), a phenomenon that
was also associated with increased numbers of MHC II+ and
CD86+ cells (Figure 8A and B). Thus, MDSC adoptive transfers,
rather than specifically suppressing the allogenic immune
response, appears to induce a state of systemic activation that
correlates with prolongation of skin graft survival.

Discussion

Compelling evidence from animal models suggest a great
potential of MDSC adoptive transfer for preventing graft rejection
or treating autoimmune disorders. For example, MDSC from
tumor-bearing mice have been shown to prevent the onset of type
1 diabetes when co-transferred with diabetogenic CD4+ T cells
[7]. Similarly, MDSC purified from LPS-treated mice are capable

Adoptive Transfer of Myeloid Suppressor Cells

PLOS ONE | www.plosone.org 2 June 2014 | Volume 9 | Issue 6 | e100013



	  

	   121	  

	   	  

of prolonging skin allograft survival [18]. These findings prompted
us to embark on a study to assess their therapeutic potential in
mouse models of autoimmunity and transplant rejection. A
translational view implicates the development of a clinically
acceptable method for the production of these cells. Marigo et al.
provided convincing data highlighting the high suppressive activity
of MDSC generated from BM cells using GM-CSF supplemented
with IL-6, for the in vivo inhibition of T cell responses as well as
the prevention of allogenic islet rejection [32].
While we succeeded in producing in vitro suppressive CD11b+

cells using this approach, we did not observe any alteration of
in vivo antigen-specific CD8+ T cell responses or autoimmune
diabetes development after adoptive transfer of these cells. It is
important to note that this stringent in vivo experimental
procedure involves a high number of strongly reactive monoclonal
(OT-1 TCR transgenic) T cells. Furthermore, the expansion of
diabetogenic CD8+ T cells is not the result of homeostatic
proliferation since RIP-mOVA mice are non-irradiated lympho-
sufficient hosts, but strictly depends on robust Fc receptor-
mediated OVA cross-presentation by DCs [34].
Surprisingly, we found that loading MDSC with the neo-

antigen OVA peptide rather exacerbated than dampened the
development of the disease. This observation was reproduced
using in vivo cytotoxicity assay (data not shown). The culture of
whole BM cells with GM-CSF and IL-6 results in an heteroge-
neous mixture of myeloid cells, a fraction of them likely bearing
the potential to differentiate into highly immunogenic DCs.
Additional factors, such as PGE2 [36] or subset separation before
injection, may help to maintain a suppressive homogeneity. The

use of few markers expressed at the surface of MDSC obviously
does not satisfy the requirement of a pure and stable suppressive
population. In this regard, CD11b+ Gr1+ cells have also been
described as immunostimulatory during tumor growth [37] or
autoimmunity [38]. Taken together, these observations could raise
doubts over the safety of BM-derived myeloid cell transfer,
potentially detrimental in specific inflammatory situations.
The transplantation of male skin onto female recipients mounts

a progressive expansion of low frequency polyclonal T cell clones
leading to graft rejection. In this model, in contrast to type 1
diabetes, we found that multiple injections of MDSC significantly
prolonged graft survival. It is tempting to speculate that a
continuous treatment could result in long-term acceptance of the
graft, as shown by Marigo et al. in pancreatic islet transplantation
[32]. Of note, two injections of MDSC were not sufficient to
prevent or delay rejection of complete mismatch skin grafts (Balb/
c onto C57BL/6 mice, data not shown) pointing to the limit of
these in vitro generated MDSC to impinge, by themselves, on a
strong allogenic response, yet in the same manner as in vitro
expanded Tregs, alone, failed to provide significant graft
prolongation in a complete mismatch setting, in lymphosufficient
mice [39].
These results also emphasize the need for identifying strategies

to increase and preserve the suppressive ability of MDSC after
transfer in order to reduce the frequency of injections. Indeed,
MDSC have been shown to rapidly differentiate into mature
myeloid cells in the absence of tumor-derived factors or sustained
inflammation [40,41]. In this regard, Greifenberg et al. originally
demonstrated that LPS + IFN-c combination considerably

Figure 1. Phenotype of BM-derived MDSC. (A) BM cells from naive mice were cultured in the presence of GM-CSF and IL-6 for 4 days. Surface
expression of CD11b and Gr1 was measured by flow cytometry. (B) Quantification of the relative proportions of CD11b+ Gr1hi and CD11b+ Gr1low

populations in independent preparations. (C) Expression of CD11c and MHC II on total CD11b+ cells or in Gr1hi and Gr1low populations. Gray areas
represent fluorescence minus one (FMO) controls. Data show representative results from at least four independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0100013.g001
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augmented the suppressive capacity of MDSC by impairing DC
differentiation [42]. Similarly, Highfill et al. showed that addition
of IL-13 in BM cells cultured with GM-CSF and G-CSF resulted
in the production of potently suppressive MDSC that efficiently
inhibited graft-versus-host disease [43]. Thus, amongst other
strategies that have been reported to promote MDSC activation/
expansion [5], our results support the relevance of this approach
since a single injection of LPS-activated MDSC was sufficient to
induce a significant prolongation of graft survival. It remains to be
evaluated whether additional injections of these activated cells will
reinforce this beneficial effect and if the addition of IFN-c (or other
cytokines) could further boost their suppressive function in vivo.
Mechanistically, we have found that the beneficial effect of

MDSC infusions on skin graft survival was paradoxically not
explained by a decrease of donor-specific T cell response but
rather associated with an over-activation of T cells and antigen
presenting cells. The fact that this observation was prominently
made in the spleen suggests that MDSC transfers could create a
window of systemic exhaustion in the immune system allowing the
allogenic graft to survive, a phenomenon that would terminate
immediately after cessation of the therapy, then excluding any
mechanism of long term tolerance. Thus, while this effect is
associated with delayed graft rejection in the setting of transplan-
tation, it appears inefficient or rather detrimental during the
developpement of a fast and potent autoimmune response. These
differential outcomes stress the need to carefully evaluate MDSC

adoptive transfer therapies, or any other approaches, by using
carefully chosen models in relation with the clinical aim.
Interestingly, Treg therapy alone in lymphosufficient hosts, even

in an antigen-specific fashion, similarly fails to induce a long-term
protection from allograft rejection [39,44]. The combination of
MDSC and Treg cell therapies could result in a synergistic effect.
Indeed, numerous reports have shown that MDSC promote the
development and homeostasis of Tregs over CD4+ T effector cells
[45], notably in the context of type 1 diabetes [7,8]. Moreover,
MDSC can capture and present exogenous antigens to their MHC
class II molecules which can be drastically upregulated upon IFN-
c stimulation [46]. Treg accumulation has also been attributed to
monocytic suppressive cells [19]. Thus, in spite of a recent study
that challenged this view concerning granulocytic MDSC [47],
these results generally argue for a beneficial interplay between
Tregs and MDSC that could be relevant in the context of cellular
therapy. Athough similar levels of FoxP3+ Treg were found in the
draining lymph nodes or spleen of MDSC-treated mice, the
detection of a potential beneficial effect of MDSC on these cells in
the periphery will probably require the examination of the (donor)
antigenic specificity. Moreover, it will be interesting to determine
whether the increase of CD4+ T cells that we observed in the skin
grafts of MDSC-treated mice could reflect an influx of Treg that
would be mostly specific for the donor antigens.
In summary, in the present study, we have compared the

potential of in vitro generated MDSC adoptive transfer in relevant
and distinct in vivo models of immune response. Our data

Figure 2. BM-derived MDSC efficiently inhibit T cell proliferation in vitro. CD8+ T cells were purified from OT-1 transgenic mice and labeled
with CFSE before anti-CD3/CD28 bead stimulation. MDSC generated in vitro with GM-CSF and IL-6 were added to T cells at different ratios. After three
days of culture, the percentage of proliferating cells (CFSElow) in CD8+ cells was assessed by flow cytometry. Representative histograms of CFSE
dilution (A) and quantification of triplicates for each condition are shown (B). Data are representative of three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0100013.g002
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highlight the need to refine the in vitro generation of homoge-
neous, stable and strongly suppressive myeloid cells before
considering a therapeutic approach, most likely with combination
treatments.

Figure 3. Adoptive transfer of BM-derived MDSC does not alter antigen-specific CD8+ T cell responses. (A–B) In vivo proliferation assay:
COS cells transfected with a plasmid coding for GFP fused to the OVA257–264 peptide (COS OVA) or GFP alone (COS) were injected i.v. into mice with
or without MDSC generated in vitro with GM-CSF and IL-6. Responder CD8+ T cells purified from OT-1 TCR-transgenic mice were labeled with CFSE
and injected i.v. the following day. After 3 days, spleens of recipient mice were harvested to assess CFSE dilution by flow cytometry. Data are
representative of two experiments. (C–D) In vivo cytotoxicity assay: CD8+ T cells purified from OT-1 TCR-transgenic mice (non labeled with CFSE) were
injected in COS GFP/OVA-immunized mice as described above. After 8 days, CFSE-labeled CD45.1+ target cells either loaded with OVA257–264 (CFSE

hi)
or control (CFSElow) peptides were injected. Specific lysis was determined the next day by flow cytometry by measuring the relative proportion of
each population in the spleen of MDSC-treated or untreated mice compared to non-immunized mice. Data show results from four independent
experiments with 9 to 11 mice per group.
doi:10.1371/journal.pone.0100013.g003

Figure 4. Adoptive transfer of BM-derived MDSC does not prevent the development of autoimmune diabetes. Type 1 diabetes was
induced in RIP-mOVA mice by injecting (i.v.) naive CD8+ T cells from OT-1 TCR-transgenic mice together with an anti-OVA polyclonal antibody (i.p.).
Blood glycemia was monitored every day during at least 12 days. Indicated numbers of MDSC generated in vitro with GM-CSF and IL-6 were
adoptively transferred at day 0 (A) or at days 2 and 5 (B). Alternatively, MDSC were loaded with the OVA257–264 peptide before injection at day 0 (C). In
each experiment, MDSC-treated mice were compared to a group of untreated mice.
doi:10.1371/journal.pone.0100013.g004
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Materials and Methods

Ethics Statement
This study was carried out in strict accordance with the protocol

approved by the Commitee on the Ethics of Animal Experiments
of Pays de la Loire (Ref: CEEA.2012.211 and CEEA.2013.9).

Mice
C57BL/6 mice were purshased from Janvier (France). RIP-

mOVA (C57BL/6-Tg(Ins2-TFRC/OVA)296Wehi/WehiJ) trans-
genic mice [48] were purchased from The Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME, USA). For this line, hemizigous mice were
maintained in the laboratory by breeding transgenic mice, selected
by PCR genotyping, with wild-type C57BL/6 mice. OT-1 TCR-
transgenic mice (C57BL/6-Tg(TcraTcrb)1100Mjb/Crl) [49] and
Ly5.1 congenic mice (B6.SJL-Ptprca Pepcb/BoyCrl) were purshased
from Charles Rivers (France).

Reagents
Murine GM-CSF was from Peprotech (Neuilly-sur-Seine,

France). IL-6 and LPS were from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France). CFDA-SE (CFSE) was from Molecular Probes
(Montluçon, France). OVA (SIINFEKL) and Smcy

(KCSRNRQYL) peptides were from PolyPeptide (Strasbourg,
France). Anti mouse CD11b biotin (M1/70) (used with strepta-
vidin APC or streptavidin APC-Cy7), CD11b APC-Cy7 (M1/70),
CD11c PE-Cy7 (HL3), I-Ab FITC (AF6-120.1), Gr1 PE (Ly6C/G,
RB6-8C5), CD45.1 APC (A20), CD45.2 APC-Cy7 (104), CD45.2
PerCP-Cy5.5 (104), CD19 APC (1D3), NK1.1 PE (PK136), CD3e
PerCP-Cy5.5 (145-2C11), CD3e Pacific Blue (500A2), CD3e
FITC (145-2C11), CD4 PE-Cy7 (RM4-5), CD8a Pacific blue (53-
6.7), CD8a APC-Cy7 (53-6.7), CD8a PerCP-Cy5.5 (53-6.7),
FoxP3 Alexa Fluor647 (MF23), CD25 PE (704), CD69 FITC
(H1.2F3), and CD86 FITC (B7.2, GL1) were from BD PharMin-
gen (Le Pont de Claix, France). Male antigen UTY-specific CD8+

T cells were detected using a PE labelled Pro5 MHC Pentamer
(H-2Db, WMHHNMDLI) (ProImmune Limited, Oxford, UK).

Generation of BM-derived MDSC
MDSC were generated as previously described [32]. Tibias and

femurs from C57BL/6 mice were removed and BM was flushed.
Red blood cells (RBCs) were lysed with ammonium chloride. To
obtain BM-derived MDSC, 2.56106 cells were plated into dishes
with 100 mm diameter in 10 mL of complete medium, which
consisted of 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Lonza,
Levallois, France), nonessential amino acids, 1 mM sodium

Figure 5. Adoptive transfer of BM-derived MDSC prolongs skin allograft survival. (A) Male skin grafts were transplanted onto females
recipients treated or not at days21 and 6 post-transplantation, with one million autologous (female) MDSC generated in vitro with GM-CSF and IL-6.
(B) Alternatively, LPS was added in vitro for the last 5 hours of the MDSC culture and five million cells were injected at day 0. (C) Male skin grafts were
transplanted onto females recipients treated or not at days 21, 6, 13, 20 and 27 post-transplantation, with four million autologous (female) MDSC
generated in vitro with GM-CSF and IL-6. Graft survival was monitored every other day from day 7 post-transplantation.
doi:10.1371/journal.pone.0100013.g005

Figure 6. Adoptive transfer of BM-derived MDSC does not prevent lymphocyte infiltration in skin allografts. Male skin grafts were
transplanted onto females recipients treated or not at days 21, 6 and 13 post-transplantation with four million autologous (female) MDSC generated
in vitro with GM-CSF and IL-6. Skin grafts were harvested 14 days after transplantation and infiltrated leukocytes were analyzed by flow cytometry.
Results are expressed in percentages of CD3+ CD4+ T cells (A), CD3+ CD8+ T cells (B) and donor-specific Pentamer+ cells among CD8+ T cells (C). Data
show results from two independent experiments with 4 to 9 mice per group. **p,0.01.
doi:10.1371/journal.pone.0100013.g006
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pyruvate, 10 mM HEPES (all from Gibco, Saint Aubin, France),
2 mM glutamine and 50 mM b-mercaptoethanol (both from
Sigma-Aldrich) in DMEM base (Gibco). Medium was supple-
mented with GM-CSF (40 ng/ml) and IL-6 (40 ng/ml) cytokines.
Cells were maintained at 37uC in 5% CO2-humidified atmo-
sphere. After 4 days, cells were washed twice before flow
cytometry analysis, in vitro culture or in vivo injection. In some
experiments, LPS was added (1 mg/mL final) for the last 5 hours of
the culture.

In vitro Proliferation Assay
Responder CD8+ T cells were purified (CD8a+ T cell Isolation

Kit II, Miltenyi Biotec, Paris, France) from spleens of naive
C57BL/6 mice, labeled with CFSE and plated at the concentra-
tion of 26104 cells/mL in 96-well round bottom plate in 200 mL
final of complete medium. Anti-CD3/28 microbeads (Life
Technologies, Saint Aubin, France) were used at a 1:1 ratio and
increased numbers of BM-derived MDSC were added. After 3
days, CFSE dilution in CD8+ T cells was analyzed by flow
cytometry.

Immunization with OVA-expressing COS Cells
COS cells were transfected (Lipofectamine Transfection

Reagent, Life Technologies) with plasmids (pCI-neo backbone,
Promega, Charbonnières-les-Bains, France) coding for GFP alone
or GFP fused to OVA257–264 sequence (SIINFEKL peptide) at N-
terminal. After 48 hours, COS cells expressing GFP alone (control
COS) or OVA257–264-GFP fusion protein (COS OVA) were
trypsinized and washed in PBS before i.v. injection (16105 cells).
Transfection efficiency routinely reached 40–50% of GFP+ cells.

In vivo Proliferation Assay
Experimental scheme is depicted in Figure 3A. C57BL/6 mice

were immunized with control COS or COS OVA cells and co-
injected (i.v.) or not with 6.56106 BM-derived MDSC. The next
day, 56106 CD8+ T cells purified (CD8a+ T cell Isolation Kit II,
Miltenyi Biotec) from pooled spleens and lymph nodes of OT-1
TCR-transgenic mice were labeled with CFSE and injected (i.v.).
After 3 days, spleens were harvested and CFSE dilution in injected
CD8+ T cells was analyzed by flow cytometry.

Figure 7. Adoptive transfer of BM-derived MDSC is associated with increased numbers of CD25+ and CD69+ cells, mainly in the
spleen. Male skin grafts were transplanted onto females recipients treated or not at days 21, 6 and 13 post-transplantation with four million
autologous (female) MDSC generated in vitro with GM-CSF and IL-6. Draining lymph nodes and spleen were harvested from skin-grafted mice 14
days after transplantation or from naive mice for flow cytometry analysis. (A) Representative staining and quantification of donor-specific Pentamer+

CD8+ T cells in naive or skin-grafted mice. (B) Quantification of FoxP3+ cells among CD3+ CD4+ T cells. (C, D) Representative stainings and
quantifications of CD25+ (C) and CD69+ (D) among CD3+ CD4+ or CD3+ CD8+ T cells. Data show results from two independent experiments with 4 to 9
mice per group. *p,0.05, **p,0.01, ***p,0.001.
doi:10.1371/journal.pone.0100013.g007
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In vivo Cytotoxicity Assay
Experimental scheme is depicted in Figure 3C. C57BL/6 mice

were immunized with control COS or COS OVA cells and co-
injected (i.v.) or not with 56106 BM-derived MDSC. The next
day, 0.256106 CD8+ T cells purified (CD8a+ T cell Isolation Kit
II, Miltenyi Biotec) from pooled spleens and lymph nodes of OT-1
TCR-transgenic mice were injected (i.v.). After 8 days, spleens cells
from Ly5.1 mice (CD45.1+ cells) were labeled with 4 mM or

0.2 mM of CFSE to obtain CFSEhi and CFSElo populations
respectively loaded with control Smcy and OVA257–264 peptides
and were injected (i.v.) at a 1:1 ratio (1.66106 cells for each
population). The next day, spleens were harvested to measure the
relative proportions of each population within CD45.1+ cells by
flow cytometry. Specific lysis was determined by calculating the
percentage of decrease of the CFSEhi population in immunized
mice compared to non-immunized mice.

Figure 8. Adoptive transfer of BM-derived MDSC is associated with increased numbers of MHC II+ and CD86+ cells, mainly in the
spleen. Male skin grafts were transplanted onto females recipients treated or not at days 21, 6 and 13 post-transplantation with four million
autologous (female) MDSC generated in vitro with GM-CSF and IL-6. Draining lymph nodes and spleen were harvested from skin-grafted mice 14
days after transplantation or from naive mice for flow cytometry analysis. Representative stainings and quantifications of MHC II+ (A) and CD86+ (B)
cells in naive or skin-grafted mice. Data show results from two independent experiments with 4 to 9 mice per group. *p,0.05, **p,0.01, ***p,0.001.
doi:10.1371/journal.pone.0100013.g008
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Induction of Autoimmune Diabetes
Diabetes was induced in RIP-mOVA mice as previously

described [34]. Briefly, 6 to 8 week-old RIP-mOVA mice were
injected intravenously with 56106 CD8+ T cells purified (CD8a+

T cell Isolation Kit II, Miltenyi Biotec) from pooled spleens and
lymph nodes of OT-1 TCR-transgenic mice together with
intraperitoneal administration of 1 mg anti-OVA IgG. Anti-
OVA serum was obtained from ovalbumin (OVA)-hyperimmu-
nized rabbits (Covalab, Villeurbanne, France) and IgG were
purified by protein A affinity chromatography. Endotoxin-free
OVA protein was from Profos (Regensberg, Germany). Blood
glucose levels were measured with a StatStrip Xpress Glucose/
Ketone Meter monitoring system (Nova Biomedical, Les Ulis,
France). Mice were considered diabetic after two consecutive
measurements .250 mg/dL.

Skin Transplantation
Mice were anesthetized with a mixture of 5% xylazine

(Rompun) and 18% ketamine in PBS (170 mL) injected intraper-
itoneally (8.5 mg/kg of xylazine and 76.5 mg/kg of ketamine per
mouse). Square skin grafts (1 cm2) were prepared from the tail of
male wild-type C57BL/6 donors and transplanted on the shaved
left flank of C57BL/6 female recipients. The grafts were fixed to

the graft bed with 10–12 interrupted sutures and were covered
with protective tape. The first inspection was carried out seven
days later and graft survival was monitored every other day.
Rejection was defined as complete sloughing or a dry scab.

Analysis of Cellular Populations in Skin Graft Recipients
Fourteen days after skin transplant, mice were sacrificed and

draining lymph nodes, spleen and skin graft were harvested. Skin
grafts were processed using collagenase D (Sigma-Aldrich) for
45 min at 37uC. Cells were fluorescently labeled and cellular
populations were analyzed by flow cytometry.

Statistical Analysis
Statistical analyses were performed with Graphpad Prism 5.0

(La Jolla, CA, USA) using the Mann-Whitney test. Survival rates
were compared using the Log-rank (Mantel-cox) test. Statistical
significance was defined as p,0.05.
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B.	   Annexe	   II	  :	   Article	   accepté	   (sous	   la	   forme	   de	   «	  proof	  »	   avant	  
publication)	   dans	   Journal	   of	   Genetics	   and	   Genomics,	  
«	  Generation	  of	  a	  double	  KO	  mouse	  by	  simultaneous	  targeting	  
of	  neighboring	  genes	  using	  CRISPR/	  Cas9	  :	  a	  simple	  guide	  from	  
design	  to	  genotyping	  »	  (Lemoine	  et	  al.	  2016)	  
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a b s t r a c t

The CRISPR/Cas9 system has been tailored to a revolutionary genetic tool because of its remarkable
simplicity and efficacy. While complex genome editing in the mouse since the 1990's has been domi-
nated by the use of embryonic stem (ES) cells, CRISPR/Cas9 now offers a versatile and fast approach to
precisely modify virtually any DNA regions directly in mouse zygotes. Yet, this relative simplicity does not
preclude a conscientious preparatory work that is often neglected when initiating a project. Here we
describe the key steps leading to successful generation of a double knockout mouse by simultaneously
targeting two homolog genes, Tmem176a and Tmem176b, which are located in the same genomic locus.
Additionally, we show that similar efficiency can be obtained in a mixed genetic background or directly
in the C57BL/6 inbred strain. Thus, presented as a detailed case study that should be helpful to the non-
specialists, we focus on the genotyping strategy to anticipate the various possibilities.

Copyright © 2016, The Society of Chinese Scholars on Exercise Physiology and Fitness. Published by
Elsevier (Singapore) Pte Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic
repeats) system was discovered as a RNA-guided prokaryotic
antiviral mechanism of adaptive immunity against viruses and
plasmids that could be easily engineered (Jinek et al., 2012). The
widely used and adapted type II CRISPR system involves a Cas9
nuclease from Streptococcus pyogenes (SpCas9) that is guided by a
20-mer CRISPR RNA (crRNA) engineered in a chimeric single-guide
RNA (sgRNA) (Jinek et al., 2012; Cong et al., 2013). Thus, the crRNA
sequence simply needs to match a corresponding genomic DNA
target sequence that lies next to the NGG protospacer adjacent
motif (PAM). In other words, any region of interest can be theo-
retically targeted as far as two contiguous “G” are found. Addi-
tionally, new Cas9 orthologs are being identified and provide
alternative PAMs (Ran et al., 2015), further extending the already

prodigious flexibility of this system. Whereas the 50 crRNA side of
the sgRNA specifies the location of the cut, the 30 trans-activating
crRNA (tracrRNA) side serves as a scaffold recruiting the Cas9
nuclease. The latter then induces a double-stranded break in DNA
3 bp upstream of the PAM. Point mutations, small deletions or in-
sertions are generated through nonhomologous end-joining (NHEJ)
mechanisms of repair and are often sufficient to disrupt open
reading frames. Alternatively, codelivery of a donor DNA template
can enable controlled sequence editing through homology-directed
repair (HDR). Two simultaneous and proximal cuts add another
layer of complexity regarding the possibilities of rearrangements as
previously described (Wang et al., 2013; Xiao et al., 2013; Kraft
et al., 2015; Wang et al., 2015; Zhang et al., 2015).

Here we aim to detail the key steps necessary to target two
neighboring genes and successfully generate a double knock out
(KO) mouse directly using the CRISPR/Cas9 system from 1-cell
embryos. Besides sgRNA design and production, we particularly
focus on the importance of anticipating the genotyping strategy.
We targeted two homolog genes, Tmem176a and Tmem176b, which* Corresponding author.Q1
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are located within the same genomic locus in an opposite direction
(with the respective first coding exons only separated by 3.8 kb),
probably arising from the duplication of a common ancestral gene
(Louvet et al., 2005; Zuccolo et al., 2010). In addition to their
structural similarities and amino-acid identities, they are tightly co-
regulated in selected immune cells (Louvet et al., 2005; Condamine
et al., 2010; Segovia et al., 2014) as well as in various non-
hematopoietic tissues (Maeda et al., 2008; Ryu et al., 2010;
Otsubo et al., 2014; Yano et al., 2014; Kang et al., 2015). Taken
together, these findings strongly suggest that Tmem176a and
Tmem176b could exhibit, at least partially, a redundant function.
Thus, while single KO mice has been informative (Maeda et al.,
2008; Segovia et al., 2014), it is likely that both genes should be
simultaneously targeted to potentially reveal robust phenotypes.
Traditional targeting in embryonic stem (ES) cells through two
consecutive rounds of recombination would be complex and time-
consuming. Contrastingly, the CRISPR/Cas9 system offers an
attractive means to simultaneous targeting directly in mouse
zygotes.

In our hands, from design to F0 genotype screening, only 7e8
weeks, divided in three main phases, were necessary to obtain
genetically modified mice carrying a germline with mutated allele
of interest (Fig. 1). In silico search for potential crRNA target se-
quences within selected regions of interest were rapidly followed
by in vitro validation and RNA production. CRISPR RNAs and Cas9
mRNA were then microinjected into mouse zygotes before im-
plantation into pseudo-pregnant females. The last phase, geno-
typing, was determinant to unambiguously identify potential
founders carrying one or more modified alleles. Whereas the sec-
ond phase requires the competence of a transgenic mouse facility,
the first and third phases can be easily achieved.

2. Results

2.1. Identification and validation of CRISPR target sequences

To simultaneously knock out Tmem176a and Tmem176b, we
aimed to target the first coding exon of both genes (Fig. 2A). The
selection of crRNA target sequences is obviously a crucial initial step
that can be easily completed by choosing among numerous internet
resources. We used the Zhang lab website (http://crispr.mit.edu/)
and favored crRNA target sequences located in conserved regions
between mouse and rat for the prospect of widening the possibil-
ities of targeting multiple strains. Next, we separately cloned the
crRNA sequences in a bicistronic plasmid allowing the expression of
the respective chimeric sgRNAs along with the SpCas9 nuclease
(Hsu et al., 2013; Ran et al., 2013). Efficiency of the specific

cleavages in transfected cells were then verified (data not shown)
by using the T7 endonuclease I (T7EI) assay (explained in Fig. 3B).
Validated 20-nt crRNA guide sequences are shown for Tmem176b
and Tmem176a (Fig. 2B).

2.2. Production and optimization of sgRNAs

For in vitro production of sgRNA, T7 promoter was added by PCR
amplification (Wang et al., 2013) to the crRNA target sequence
followed by the scaffold (Fig. 2C). This product then served as a
template for RNA transcription. Unexpectedly, contrary to
Tmem176a sgRNA, we failed to produce Tmem176b sgRNA, probably
because of a self-annealing potential formed over the T7 and
Tmem176b crRNA target sequences (Fig. S1). Shorter crRNAs
(<20 nt) have been shown to maintain their efficiency for genome
editing while decreasing undesired off-target mutagenesis (Fu
et al., 2014). Indeed, while 50-end nucleotides are not crucial for
full crRNA efficiency, they can compensate for mismatches at other
positions thereby increasing undesired mutagenesis at some off-
target sites. Truncated Tmem176b crRNA (Tru-crRNA) of 18 nt
instead of 20 nt (Fig. 2B) eliminated the self-annealing problem and
allowed the production of sgRNA. Alternatively, switching T7 by SP6
promoter along with a 19-nt crRNA target sequence was successful
but relatively poor yields of sgRNA were recovered using this
transcription system. A truncated version of Tmem176a crRNA
(19 nt) was also produced using the T7 promoter. It is important to
note that two additional guanine nucleotides at the 50 end are
required for efficient transcription by T7 polymerase and, in fact,
could even be beneficial to improve on-target specificity (Cho et al.,
2014). Both 50 G were comprised in the Tmem176a target sequence
whereas one of them remained unmatched for Tmem176b (Fig. 2C).

2.3. Microinjection of mouse embryos, implantation and
genotyping

Along with purified Tmem176a and Tmem176b sgRNAs, we
produced SpCas9mRNA in vitro using the T7 promoter transcription
system. These three components were microinjected together into
one-cell mouse embryos (both pronuclear and cytoplasmic in-
jections), at 10 ng/mL for each sgRNA and 20 ng/mL for SpCas9mRNA.
In order to maximize the number of mice to analyze, we first used
B6D2 mixed genetic background embryos obtained from the
intercross of B6D2F1 (DBA/2J ! C57BL/6J) mice. Pseudo-pregnant
females were implanted and a total of 81 (79 viable) newborns
were obtained over 4 rounds of microinjections (providing 14, 18,
19 and 30 newborns, respectively). Genomic DNA samples were
then prepared from the tails and genotyping of the Tmem176a and

1d 1h 1 week 1 week 4 weeks 1 week 

2. cloning 

1. design 

4. sgRNA + Cas9 mRNA 

3. validation 

5. microinjection 
  and implantation 

0 17 1 2 3 4 5 6 7 weeks : 

6. biopsies 

7. F0 analysis 8. F1 analysis 

sgRNA  F0 mice genotyping 

Fig. 1. Timeline and key steps from design to genotyping for rapid generation of genetically modified mice using the CRISPR/Cas9 system. The process can be divided in three main
phases: the generation of gene-specific sgRNA (steps 1e4), the microinjection of mouse zygotes and implantation into pseudo-pregnant females to obtain F0 mice and biopsies
(steps 5e6), and the identification of mice carrying mutated alleles of interest (steps 7e8). Importantly, F1 mouse analysis (step 8) is the first stage where the genetic makeup of
mutant animals can be unambiguoulsy determined.
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Tmem176b locus was performed for individual identification. The
results of our genotype screening for 81 mice are detailed below.
Analysis of “pure” C57BL/6N embryos was later performed using
the same methodology and presented as a comparison in Table 1.

2.4. Genotyping: NHEJ-mediated mutations

We designed primers allowing the amplification of the respec-
tive targeted sites for Tmem176a and Tmem176b (PCR A and PCR B)
(Fig. 3A) and performed T7EI assay to detect mutations induced by
NHEJ repair (principle explained in Fig. 3B). Of note, it is important
to bear in mind that an absence of heteroduplex does not neces-
sarily mean an absence of mutation, as illustrated in Fig. 3C. To
overcome this limitation, we also performed this screening by
adding wild type (WT) PCR product to the tested samples.
Accordingly, we detected such “hidden” mutated alleles eventually
representing a substantial fraction (18.5%) of the total number of
mutated alleles. Remarkably, mutated Tmem176a (a*, exemplified
in Fig. 3D) or Tmem176b (b*) alleles were detected in 63% of the
mice, with a large majority of mice carrying both mutations (57%
compared to 4% and 2% for a*-only and b*-only mutated mice,
respectively) (Table 1).

Detection of mice carrying a* and b* mutations on the same
chromosome (as represented in Fig. 3A) is important for subse-
quent transmission to the progeny. To this end, we designed
primers spanning each CRISPR site (primers A* and B*). The

resulting PCR (PCR B*A*, not shown) is positive only if one chro-
mosome is left intact for both genes while the other chromosome
carries both a* and b* mutations. Although this strategy excludes
mice with mutations on both chromosomes (for at least one allele),
it could bypass the need and time necessary for backcrossing too
many mice in order to spot potential “same-allele” founders.
However, the most definitive approach remains to mate each
mutant of interest with aWTmouse and screen the progeny for the
transmission of both mutations.

Sequencing is required to identify mutations inducing open
reading frame disruption and/or generating a premature stop
codon. Unfortunately, among the selected mice that we analyzed,
we only found 3-nt or 6-nt deletion events, resulting in the deletion
of at least one amino acid and the possible alteration of adjacent
amino acids but no further alteration of the open reading frame.

Thus, identification of mice carrying a desired mutated allele is
complicated by the relatively painstaking genotyping analysis
required to pinpoint a correct combination. In parallel, we turned
our attention to two other possible modifications of the Tmem176a/
b locus: deletion and inversion of the region between the two
targeted sites.

2.5. Genotyping: large deletion

Predictable deletion of a fragment between two targeted sites
has been previously and repeatedly reported (Wang et al., 2013;

Fig. 2. Design and in vitro production of sgRNAs targeting Tmem176a and Tmem176b genes. A: Schematic representation of Tmem176a/b genomic locus in the mouse. For each gene,
exons are shown (boxes) with untranslated (light) and coding (dark) regions. Arrow on exon 2 of each gene represents the start codon. The DNA sequences of the first coding exon
are shown, including the respective selected guide sequences (bold) associated with the PAM (NGG, box). Red triangles indicate the positions of theoretical cuts. B: Initial 20-nt
guide sequences and truncated (18 or 19 nt) versions (Tru-crRNAs) that are considered more sensitive to mismatches and thus more specific. C: In vitro transcription of the
chimeric single guide RNA (sgRNA) including the Tru-gRNA sequence (specific to Tmem176a or b) followed by the scaffold RNA sequence (necessary for SpCas9 binding). A pair of
guanines (GG) at the 50 end of the transcript is a constraint of the T7 promoter activity and could be fully (for Tmem176a) or partially (for Tmem176b) comprised in the specific guide
sequence.
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Xiao et al., 2013; Kraft et al., 2015; Wang et al., 2015; Zhang et al.,
2015). The two CRISPR target sites are separated by 4.2 kb. This
region could be amplified by combining the forward primer of PCR
B (primer B50) and the reverse primer of PCR A (primer A30),
resulting in a 4.8-kb product (PCR BA) (Fig. 4A). We anticipated that
deletion of this region should lead to a drastically reduced product
of ~580 bp for PCR BA (Fig. 4A). Strikingly, we detected this large
deletion (exemplified in Fig. 4B) in 33 mice (41%) (Table 1).

Sequencing of the 0.6-kb PCR BA product confirmed that the exons
2 of Tmem176a and Tmem176b were joined, thereby excluding the
start codon and the beginning of the protein sequence of each gene
as well as the central intergenic region presumably important for
the transcriptional activity of this locus. More precisely, we did not
find nucleotide insertion in the junction. Rather, 3- to 9-nt de-
letions on Tmem176b side and no or 1- to 4-nt deletions on
Tmem176a side were observed (deletion sizes were calculated from
the theoretical cut which is located one base before the PAM in the
CRISPR target sequence). Fig. 4C shows an example of sequencing
analysis of the junction in a deleted allele. Smaller deletions were
observed using PCR BA but only in 2 mice (2.5%). We also designed
PCR primers to amplify a broader region from exon 3 of Tmem176b
to exon 4 of Tmem176a (PCR “Big BA”, not shown in the figure, 7.6 kb
on WT allele and 3.3 kb if deletion) that confirmed the deletions
already detected by PCR BA but did not reveal larger deletion.

2.6. Genotyping: large inversion

We aimed to determine whether inversion rather than deletion
of the region between the two target sites could occur. To this end,
we combined either the forward primers (PCR FF: primers B50þA50)
or the reverse primers (PCR RR: primers B30þA30) of PCR B and A
(Fig. 5A). We detected this inversion (exemplified in Fig. 5B) in 18

Fig. 3. Genotyping strategy to detect NHEJ-mediated mutations in Tmem176a and Tmem176b exons. A: PCR primers were designed to amplify the targeted sites on each gene. B:
Schematic representation of the T7 endonuclease I (T7EI) assay performed on PCR A or B to detect heteroduplexes resulting from NHEJ-mediated mutation. C: T7EI assay will remain
negative if only one allele (mutated or not) is amplified or if both alleles exhibit the exactly same mutation (which is the case for homozygous mice after intercrossing for example).
Systematic addition of WT PCR product to the tested sample followed by a short step of denaturation/annealing before T7EI assay can bypass this limitation by revealing such
“hidden”mutations. D: Typical genotyping results on a WT mouse and a mouse carrying a mutated Tmem176a allele (a*). Likewise, the T7EI assay needs to be performed on PCR B to
determine whether Tmem176b is also mutated (b*) in the same mouse. MW: molecular weight marker.

Table 1
Statistics of the generation of Tmem176a/b double knockout mice using the CRISPR/
Cas9 system.

Genetic background B6D2 C57BL/6N

Injected embryos 890 (100%) 690 (100%)
Implanted viable embryos 375 (42.1%) 346 (50.1%)
Newborns 81 (9.1%) 36 (5.2%)
Viable weaned pups 79 (8.9%) 32 (4.6%)
Analyzed pups 81 (100%) 36 (100%)
"1 modified allele 60 (74%) 29 (81%)
a* only 3 (4%) 3 (8%)
b* only 2 (2%) 3 (8%)
a* and b* 46 (57%) 16 (44%)
del 33 (41%) 14 (39%)
inv 18 (22%) 7 (19%)
Detected mosaicism 34 (42%) 10 (33%)
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mice (22%) (Table 1). In this configuration, the transcription of
chimeric mRNAs (Tmem176aeb and Tmem176bea) is possible but
chimeric proteins will be produced only if the respective open
reading frames are preserved over the junctions. Fig. 5C shows an
example of sequencing analysis of the junctions in an inverted
allele. In this case, the open reading frames are not compatible on
both sides and may only lead to the translation of irrelevant amino
acids following a short N-terminal portion of each protein encoded
by Tmem176a and Tmem176b.

2.7. Genotyping: combining the possibilities

Thus, based on the results of four different PCRs (±T7EI assay)
we could establish a genotype for each of the 81 analyzed mice. A
summary of the different mutation outcomes and the corre-
sponding genotyping strategies is depicted in Fig. S2. Fig. 6 shows
the results and interpretation of 11 representative mice. Fifteen
mice (18.5%) exhibited only mutated alleles (i.e., a* or/and b* but no
del or inv alleles) as illustrated by mice #44, #41, #40 and #51. Of
note, among these four mice, only mouse #51 appeared to carry
both mutations on the same chromosome. A substantial proportion
of mice exhibited a deleted (41%, 30% with deletion and no inver-
sion) or an inverted (22%, 11% with inversion and no deletion) allele
and 11% of the mice displayed both alleles. It is interesting to note
that some mice carrying a deleted allele along with an inverted

allele (mouse #63) or two deleted alleles (mouse #37) were also
negative for PCR B and A and, thus, likely represented biallelic
double KO mice. This strongly suggested that Tmem176a and
Tmem176b double deficiency is not lethal.

Importantly, in the majority of mice carrying a deleted (mouse
#65), an inverted allele (mouse #49) or both (mouse #30), the
remaining “normal-appearing” alleles were confirmed to be WT by
addition of WT PCR products (PCR A or B) before T7EI assay.
However, as stated before, a significant number of “hidden”
mutated alleles were revealed following this approach. Thus, for
mice apparently carrying non-mutated alleles, a second round of
screening should be systematically performed by addition of WT
PCR products before heteroduplex detection assay (Fig. S2).
Furthermore, those “hidden” mutations can be easily confirmed by
sequencing.

Finally, we detected 34 mosaic mice (42%) that clearly displayed
three different allelic possibilities. For example, in mouse #45 that
showed a deleted allele, we detected a* and b* mutations (without
addition of WT DNA) thus implying the presence of a third non-
mutated (or differently mutated) allele. Another example of
obvious mosaicism is mouse #30 that showed both deleted and
inverted alleles along with positive PCR A and B for which ampli-
fication is impossible from del or inv alleles, indicating the presence
of a third “normal-appearing” (WT in this case) allele.

Fig. 4. Genotyping strategy to detect deletion of the region between Tmem176a and Tmem176b target sites. A: The forward primer of PCR B and the reverse primer of PCR A were
combined (PCR BA) to amplify a 4.8-kb amplicon from a wt allele. A PCR product of <0.6 kb reveals a deletion of the region between the two target sites (red box). B: Typical
genotyping results on a WT mouse and a mouse carrying an allele with a deletion (del). MW: molecular weight marker. C: Theoretical sequence of the junction after deletion and
actual sequence of deleted allele from mouse #30: 3 nt and 4 nt were deleted on Tmem176b and Tmem176a sides, respectively, from the theoretical cuts (red triangles).
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2.8. Founder selection

Given the relatively important number of detected mosaic mice,
it was important to identify germline alleles of interest that could
then be transmitted to the progeny. We decided to cross five F0
mice (four females and one male) with C57BL/6J mice. They all had
at least the deleted allele which seemed the most promising in
terms of KO potential. Two of these mice were mosaic, including
mouse #30. Only three of these breeding rapidly produced viable
pups (mice #8, #18 and #30). However, the deleted allele was
transmitted from all those three F0 mice (Fig. S3). For the mosaic
mice #8 and #30, an inverted allele and a WT allele were not
transmitted, respectively. In fact, even if an animal does not appear
mosaic, which is the case of mouse #18, it cannot be excluded and
transmission of any allele of interest to the progeny must be
certified. Thus, F1 mouse analysis constitutes an essential and final
step (step 8 in Fig. 1) to definitively characterize a mutant line.

We chose to further investigate the deleted allele from mouse

#30 (del30). Further intercrossing allowed the generation of ho-
mozygous mice carrying the deletion. Importantly, Tmem176a and
Tmem176b mRNA expression was not detected by RT-PCR in the
blood of these mice (using primers targeting untouched exons 5/7
of each gene) whereas these PCRs were positive with WT blood
cells (data not shown). Gapdh expression served as positive control
for all cDNA samples.

Taken together, these results indicated that the allele del30
could be transmitted to the progeny and abolished the transcription
of both Tmem176a and Tmem176b.

2.9. Generation of a Tmem176a/b double KO mouse directly in the
C57BL/6 genetic background

The B6D2 (DBA/2J ! C57BL/6J) mixed genetic background onto
which the del30 mouse was generated brings the problem of
phenotypic variability that could hinder the elucidation of
Tmem176a and Tmem176b function. Backcrossing onto the C57BL/6J

Fig. 5. Genotyping strategy to detect inversion of the region between Tmem176a and Tmem176b target sites. A: To reveal an inversion of the region between the two target sites, the
reverse primers of PCR B and A were combined (PCR RR). Alternatively, the forward primers could also be combined (PCR FF). Both PCRs are negative in WT mice. B: Typical
genotyping results on a WT mouse and a mouse carrying an allele with an inversion (inv). MW: molecular weight marker. C: Sequence of inverted allele from mouse #30 compared
to WT sequence. For the sake of clarity, both DNA strands are shown. Inversion of the large 4.2 kb fragment (red box) was confirmed along with deletions (gray) of 17 and 27 nt on
both sides. These deletions occurred in both directions from the theoretical cut (red triangles). In this allele, open reading frames are not compatible and only the first 55 (for
Tmem176a) and 50 (for Tmem176b) amino acids remain potentially translated and are followed by 4e10 irrelevant amino acids and premature stop codons.
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inbred background would progressively allow a relative genetic
homogeneity but is time-consuming and does not exclude potential
passenger polymorphisms in the regions flanking Tmem176a/b lo-
cus (if del30 originates from the DBA/2 DNA strand). Thus, we
decided to generate a double KO mouse directly in the C57BL/6N
genetic background. As expected, substantially less viable pups
were obtained and 36 mice were eventually analyzed. As shown in
Table 1, very similar proportions of the distinct modified alleles
were detected when compared with the B6D2 mixed genetic
background. Notably, 14 mice (39%) exhibited the deleted allele.

2.10. Off-targets

The CRISPR/Cas9 system can lead to undesired off-target (OT)
cleavage and inherent mutations. To identify potential OT sites, we
used the CRISPR/Cas9 target online predictor (CCTop, http://crispr.
cos.uni-heidelberg.de) that allows analysis of truncated crRNA
target sequences (Stemmer et al., 2015). For each Tru-crRNA, we
designed PCR primers for the four most likely predicted OTs. We
decided to narrow downOTanalysis to sevenmice: the B6D2mixed
genetic background F0 mouse #30 (F0#30), a mouse carrying the
del30 allele (BC5.del30) from themouse F0#30 and resulting from 5
backcrosses onto the C57BL/6J background and five “pure” C57BL/
6N F0 mice (F0.B6#3, F0.B6#4, F0.B6#28, F0.B6#30, F0.B6#34), all
carrying a deleted allele. The genotype analysis of these mice
showed that only one F0 mouse appeared non-mosaic (F0.B6#4)
(Table 2). As shown in Fig. S4, T7EI assays were all negative for the
tested Tmem176a OTs (A-OT1, 2, 3 and 4). In contrast, for Tmem176b
OTs, while B-OT1, 2 and 3 were negative for all tested mice, we
could detect the formation of heteroduplexes for B-OT4 in three
“pure” C57BL/6N F0 mice (F0.B6#3, F0.B6#30 and F0.B6#34).
Because the genetic background is pure, these events cannot result
from the presence of polymorphisms (that could occur in mixed
genetic background) and can clearly be attributed to undesired OT

cleavages mediated by the Tmem176a-specific sgRNA. Thus,
although we cannot exclude other potential OTs, these results
suggest that the mice F0.B6#4 and F0.B6#34 should be preferen-
tially used as founders, which provided that the alleles of interest
(notably the deleted allele) are transmitted to the progeny.

3. Discussion

The CRISPR/Cas9 system will undoubtedly speed up the gener-
ation of genetically modified animal models that are central to
elucidate gene functions. Compared to meganucleases, zinc-finger
nucleases (ZFNs) or transcription activator-like effector nucleases
(TALENs), this relatively simple RNA-guided system exhibits a
remarkable versatility for complex editing and targeting of simul-
taneous loci. Within a few weeks, we could generate genetically
modified mice carrying germline mutated alleles of interest by
simultaneously targeting two neighboring genes, Tmem176a and
Tmem176b. Given the high rate of modified alleles that can be ob-
tained, the strain of interest (C57BL/6N here) should be directly
used to avoid fastidious backcrossing.

We found that the large deletion of the fragment between the
two sites represented a relatively easy event to detect and was
associated with a complete KO of Tmem176a and Tmem176b
expression (in homozygous mice). Of note, an inverted allele in
which the open reading frames are not disrupted could also
represent an interesting material to study the effect of the resulting
“chimeric” structural change of the two proteins. Importantly, we
could obtain a significant number of “pure” C57BL/6N F0 mice
carrying a large deletion. However, the finding that a mutated OT
(B-OT4) could be detected in several mice reinforces the issue of
undesired genomic editions using the CRISPR/Cas9 system.
Although this OT is located in an intergenic region, precautions will
be taken for its elimination through backcrossing. Furthermore, we
will examine more potential OTs, with particular emphasis on OTs

Fig. 6. Representative examples of mouse genotyping for the modifications of the Tmem176a/b genomic locus. Diverse combinations of modifications (b*, a*, del or inv) from 11
mice are shown. Concomitant analysis of PCR BA and RR (or FF) as well as T7EI assays on PCR A and B allows to establish the genotype of each mouse for the Tmem176a/b locus.
Mosaicism can be easily detected as exemplified by mice #45 and #75. However, other mice such as mice #41 and #51 can also be suspected of mosaicism with regard to the
relatively lower intensity of the bands of the T7EI assay of PCR A. PCR B and A (þT7EI) as well as PCR RR were analyzed here by capillary electrophoresis.
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relatively close to the on-target sites that would make segregation
more difficult or impossible through backcrossing.

Based on our experience and the data presented here, we pro-
pose to briefly highlight four decisive points that should be
considered when initiating a project aiming at generating geneti-
cally modified mice using the CRISPR/Cas9 system and avoid the
main drawbacks, especially with two proximal cuts.

I. Working genomic region: The region of interest should be
well defined in terms of gene orientation, exon organization,
isoforms or potential polymorphisms in order to increase the
chances of optimal and complete genomic modification.

II. Genotyping strategy: A limited set of PCRs around the tar-
geted sites should be carefully designed and validated prior
to genotyping F0mice, notably in the context of simultaneous
targeting of two sites, to anticipate the main expected
modifications (mutations, large deletions, inversions).

III. On/off targets: Different crRNA target sequences should be
selected and tested for their on-target but also OT potentials
(ideally all with up to 3mismatches) with special attention to
OTs relatively close to the on-target site. However, this
approach cannot strictly exclude the possibilities of unpre-
dicted OTs. In this regard, unbiased methods for detecting
OTs have been reported (Bolukbasi et al., 2015). Finally, to
reduce off-target activity, truncated sgRNAs (Fu et al., 2014)
but also the recently reported modified Cas9 proteins
(Kleinstiver et al., 2016; Slaymaker et al., 2016) can be
considered.

IV. Mosaicism: F0 mosaic mice are the rule rather than the
exception, as previously reported with mouse zygotes (Yen
et al., 2014). For any allele of interest, it is thus particularly
important to confirm germline transmission to the progeny.
Therefore, F1 mouse analysis is the first stage where the ge-
netic makeup of mutant animals can be unambiguoulsy
determined. Because of its short life time within cells, de-
livery of recombinant Cas9 protein, rather than mRNA or
expression plasmid, may help reduce mosaicism (Kim et al.,
2014; Ramakrishna et al., 2014; Menoret et al., 2015).

4. Materials and methods

4.1. Mice and zygote microinjection

B6D2F1 (DBA/2J! C57BL/6J), C57BL/6J and C57BL/6Nmice were
purchased from JANVIER LABS (France). B6D2 mixed genetic
background embryos were obtained from the intercross of B6D2F1

mice. All animals were first hosted at the Institut Pasteur animal
facility (Paris, France) and received human care according to the
criteria outlined in the “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals”. Experimental procedures were carried out in accordance
with French government regulations. One-cell stage mouse em-
bryos from superovulated mice were microinjected by standard
procedures (Behringer et al., 2014). Mice generated from CRISPR/
Cas9-injected zygotes were genotyped and a selection of mice (20
with B6D2 mixed background and 12 with “pure” C57BL/6N back-
ground) were then transferred to the ITUN e INSERM 1064 animal
facility (Nantes, France), kept under specific pathogen-free condi-
tions and treated according to institutional guidelines for animal
care and use.

4.2. sgRNA constructions and Cas9 mRNA

A pair of oligonucleotides (Table S1) for each CRISPR site was
annealed and ligated to the bicistronic expression vector PX330
digestedwith Bbs I for co-expression of Cas9 and sgRNA. PX330-U6-
Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 was a gift from Feng Zhang (Addgene
plasmid #42230). After validation in transfected cells (C6 cell line,
Sigma, USA) using the T7EI assay as previously described (Menoret
et al., 2015), T7 (or SP6) promoter was added to each sgRNA tem-
plate by PCR amplification using the primers (Table S2). The T7-
sgRNA PCR products were gel purified using RNeasy mini kit
(Qiagen, Germany) and used as template for in-vitro transcription
using MEGAshortscript T7 kit (Thermo Fisher Scientific, USA).
Alternatively, for SP6 template, we used SP6 mMESSAGE mMA-
CHINE SP6 kit (Thermo Fisher Scientific). A Pme I-digested Cas9
expression vector (Addgene plasmid #43861, provided by Keith
Joung) was used as template for Cas9 mRNA transcription using
mMESSAGE mMACHINE T7 ULTRA kit (Thermo Fisher Scientific) as
previously described (Menoret et al., 2015). After purification,
sgRNAs (~100 bases) and Cas9mRNA (>4.2 kb including poly-A tail)
were quantitated using NanoDrop-1000 (Thermo Fisher Scientific),
checked by agarose gel electrophoresis and then aliquoted and
stored at "80 #C until use.

4.3. Mouse genotyping

Mouse genomic DNA was extracted from tail biopsy following
treatment with proteinase K as previously described (Tesson et al.,
2010). Genotyping of the Tmem176a/b locus was performed by PCR
with a high-fidelity polymerase (Herculase II fusion polymerase,
Agilent Technologies, USA) using a combination of primers listed in
Table S3. NHEJ-mediated mutations were analyzed using the T7
endonuclease I (T7EI) assay as previously described (Menoret et al.,

Table 2
Detected alleles, mosaicism and off-targets of selected mice.

Mouse T7EI assaysa PCR RR PCR BA Detectedb alleles 1/2/3 Mosaic Detected OT

PCR B þWT PCR A þWT

WT b b a a e e wt/wt e e

F0.#30 b b a a inv del wt/inv/del Mosaic e

BC5.del30 b b a a e del wt/del e e

F0.B6#3 b* b* a* a* e del wt/b*a*/del Mosaic A-OT4
F0.B6#4 b b a a e del wt/del e e

F0.B6#28 b* b* a* a* e del wt/b*a*/del Mosaic e

F0.B6#30 b b* a a* inv del b*a*/inv/del Mosaic A-OT4
F0.B6#34 b b* a a* inv del b*a*/inv/del Mosaic A-OT4

a T7EI assay was performed directly first on PCR A and B products from indicated mice and then mixing each PCR with corresponding WT PCR (þWT).
b Allele detection results from the analysis of indicated PCRs and T7EI assays. Mutations (b* and a*) of mice F0.B6#30 and #34 could only be detected after addition of WT

PCR products. For the sake of clarity, we state here that b* and a* mutations are located on the same chromosome in mosaic mice F0.B6#3 and #28, which is likely but remains
to be determined by analyzing the progeny of these mice. WT: wild type, inv: large inversion, del: large deletion, OT: off-target.
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2013) (and explained in Fig. 3B) on PCRs A and B and direct
sequencing. PCR products were analyzed by agarose gel or capillary
electrophoresis (Caliper LabChip GX, PerkinElmer, USA), the latter
providing heteroduplex detection without the need for T7EI assay
(Ansai et al., 2014) (Chenouard et al., 2016).

4.4. RT-PCR

Blood cells were collected by centrifugation and treated with
ammonium chloride to remove erythrocytes. Total RNA from the
remaining peripheral blood leukocytes was isolated using RNeasy
Mini Kit following manufacturer's instructions (Qiagen). Reverse
transcription was performed using M-MLV Reverse Transcriptase
and random primers following manufacturer's instructions (Invi-
trogen). Tmem176a, Tmem176b or Gapdh gene expression was
assessed by PCR using specific primers listed in Table S4, all
designed over different exons to exclude amplification of genomic
DNA.

4.5. Off-target analysis

Potential OTs of the selected truncated CRIPSR RNAs were
identified (Table S5) using the CRISPR/Cas9 target online predictor
(CCTop, http://crispr.cos.uni-heidelberg.de) and then analyzed us-
ing specific PCR primers (Table S6).
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Study of new actors of type 17 immunity through the exploration of the role of the 
ion channels TMEM176A et B in RORγt+ cells 

Résumé 
 
Le récepteur nucléaire d’hormone RORγt est un facteur de 
transcription clé qui orchestre la différenciation des cellules 
Th17 mais aussi définit les cellules Tγδ17 et les Cellules 
Lymphoïdes Innées du groupe 3 (ILC3s). Notre avons 
identifié TMEM176B, une protéine à quatre domaines 
transmembranaires qui interagit avec son homologue 
TMEM176A de structure identique. Des expériences 
d’électrophysiologie ont révélé que TMEM176A et B 
fonctionnent comme des canaux ioniques et peuvent 
s’hétérodimériser. Ces deux homologues font partie des 
rares cibles directes de RORγt. Nous avons prouvé que ces 
deux gènes sont hautement exprimés dans les cellules 
Th17 murines générées in vitro en comparaison des Th1, 
Th2 ou iTregs. Cette observation s’applique aussi aux Th17 
humains et corrèle avec leurs niveaux de RORC ou IL17A. 
Nous avons aussi démontré que Tmem176a et b sont 
fortement exprimés dans les ILC3s et les celulles Tγδ17, 
nous avons donc émis l’hypothèse que ces deux gènes 
pourraient jouer un rôle crucial dans le développement de 
pathologies autoimmunes dépendantes des cellules 
RORγt+. En effet, les souris déficientes en Tmem176b sont 
partiellement mais significativement protégées des lésions 
psoriasiformes. Ces résultats suggèrent que la délétion des 
deux gènes serait requise pour élucider clairement leur 
rôle. Nous avons généré avec succès une souris double 
KO et avons débuté l’étude de l’impact de cette double 
déficience en conditions non-pathologiques et sur des 
modèles d’inflammation. En parallèle, nous avons trouvé 
que les protéines TMEM176A et B sont fortement 
associées avec l’appareil de Golgi, mettant ainsi en 
évidence de nouveaux mécanismes potentiels de 
modifications post-traductionnelles ou du traffic intra-
cellulaires dans lesquels ces canaux ioniques pourraient 
être impliqués. Nous pensons que l’étude de TMEM176A et 
B peut permettre la mise en lumière de nouvelles voies 
spécifiques de la biologie des cellules RORγt+ qui 
pourraient être manipulées en thérapeutique. 
 
Mots clés : 
TMEM176A, TMEM176B, RORγ t, Th17, ILC3, Flux 
ioniques, Autoimmunité, Immunité de type 17 
 

Abstract 
 
The nuclear hormone receptor RORγt is the key 
transcription factor that orchestrates the differentiation of 
Th17 cells but also defines γδT17 cells and group 3 Innate 
Lymphoid Cells (ILC3s). We identified TMEM176B, a four-
span transmembrane protein that interacts with its 
structurally identical homolog protein TMEM176A. 
Electrophysiological experiments revealed that TMEM176A 
and B function as cation channels and can heteromerize to 
exert their function. Strikingy, these two homologs were 
found among the few direct targets of RORγt. We show that 
both genes are highly expressed in in vitro-generated 
mouse Th17 cells compared to Th1, Th2 or iTregs. We also 
observed that human Th17 cells strongly express 
TMEM176A and B mRNA, correlating with the level of 
RORC or IL17A. We further demonstrate that Tmem176a 
and b are highly expressed in ILC3s and γδT17 cells. We 
thus hypothesized that these genes could play a crucial role 
in the development of a variety of autoimmune diseases 
dependent on RORγt+ cells. In this regard, Tmem176b-
deficient mice were partially but significantly protected from 
psoriasis-like lesions when compared to control mice. 
These results suggest that the deletion of both genes may 
be required to clearly elucidate their role. We have 
successfully generated a double KO mouse and started to 
assess the impact of this double deficiency in the steady 
states as well as in models of inflammation. In parallel, we 
found that TMEM176A and B protein localizations are 
strongly linked to the Golgi apparatus, thus highlighting 
novel potential mechanisms of post-translational 
modifications or intracellular trafficking in which these 
cation channels could be involved. We believe that the 
study of TMEM176A and B will help decipher novel specific 
pathways of the RORγt+ cell biology that could be 
therapeutically manipulated. 
 
Key Words : 
TMEM176A, TMEM176B, RORγ t, Th17, ILC3, Ion 
fluxes, Autoimmunity, Type 17 immunity  
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