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> Les lymphocytes T régulateurs (Treg) CD4" sont
impliqués dans le maintien de la tolérance péri-
phérique et la prévention des maladies auto-
immunes. Ils régulent également les réponses
immunes observées dans les allergies, les greffes,
les cancers et les maladies infectieuses. Les
lymphocytes T ne forment pas une population
homogene, et plusieurs sous-populations de Treg
ont été isolées. U'objectif de cette revue est
de discuter certains aspects marquants de la
biologie des Treg naturels (nTreg), concernant
notamment leur caractérisation, leurs principaux
roles dans I"homéostasie physiologique et dans
certaines pathologies ainsi que leurs mécanismes
d’action. Enfin, nous terminerons cette synthese
par la présentation des Treg induits (iTreg). <

Le systeme immunitaire peut discriminer une grande
variété d’antigenes du soi et du non-soi. Des méca-
nismes de controle sont nécessaires afin de moduler
Pactivité des cellules effectrices et éviter le déclenche-
ment d’une réaction immunitaire inadaptée contre les
antigenes du soi. U'existence d’un systeme de régulation
a été suggérée deés les années 1970 [1], mais il faut
attendre les années 1990 pour que soit identifiée une
population de lymphocytes T (LT) CD4* dits régulateurs
(Treg), capables de moduler I'activité d’une grande
diversité de cellules des systémes immunitaires inné et
adaptatif. Les travaux de ces 15 dernieres années ont
permis d’isoler plusieurs populations de Treg, qui se
distinguent par leur origine, leurs marqueurs de surface
et leurs fonctions. Les Treg les mieux connus et les plus
étudiés sont les lymphocytes T naturels CD4*CD25°FOXP3*
d’origine thymique. Leur implication dans de nombreux
contextes physiologiques ou pathologiques a été clai-
rement établie. Par ailleurs, on peut également citer les
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lymphocytes Trl producteurs d’interleukine (IL)-10 et les T helper de
type 3 (Th3) producteurs de TGF-P (transforming growth factor-[3),
également classés parmi les Treg. Il apparait que les Treg jouent un réle
central dans les maladies auto-immunes, Iallergie, les infections chro-
niques, la croissance tumorale et la transplantation [2].

Origine des Treg

Uexistence des Treg a été suggérée en observant le role central du
thymus dans le développement d’une population de lymphocytes T
régulatrice [3, 4]. Les progéniteurs immatures, ancétres des lympho-
cytes T et issus de la moelle osseuse, migrent dans le thymus ot ils se
différencient. A la fin de cette différenciation T, les cellules les plus
autoréactives sont éliminées. Certaines peuvent échapper a cette
sélection et coloniser la périphérie. Différents mécanismes de tolé-
rance périphérique vont alors participer a la prévention des maladies
auto-immunes et les Treg jouent un rle majeur dans ces mécanismes.
Les Treg ne sont pas une population homogene et unique. Il est admis
que les Treg issus du thymus sont dits naturels (nTreg) et dépendent
de l'interleukine-2 pour leur survie. De nombreuses expériences ont
montré que des lymphocytes T aux fonctions régulatrices pouvaient
également étre induits (iTreg) en périphérie a partir de lymphocytes T
conventionnels naifs. environnement cytokinique (IL-10 et TGF-[3 en
particulier) est essentiel a la production et a I’induction de ces Treg
induits (Figure 1).

Caractéristiques des Treg naturels (nTreg)
Au fil des années, plusieurs marqueurs plus ou moins spécifiques

des Treg ont été caractérisés. Historiquement, ces lymphocytes ont
d’abord été identifiés par le phénotype peu spécifique CD5™" (en
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Figure 1. Les lymphocytes T régulateurs, une population aux multiples facettes.

1985) ou CD45RC™™ (en 1990). €n 1995, S. Sakaguchi et al. [5] ont
permis un progrés décisif en identifiant a leur surface le marqueur
(D25 (chaine o du récepteur de I'IL-2), marqueur plus spécifique
encore utilisé aujourd’hui. €n effet, les résultats montrent que la
déplétion, chez la souris, des cellules CD4*CD25" conduit au dévelop-
pement de maladies auto-immunes, suggérant que les cellules CD25
régulent la réponse inflammatoire et que I'lL-2 est indispensable au
maintien de ces cellules [1, 5]. Ce marqueur fut le seul utilisé pendant
pres de 10 ans pour reconnaitre les Treg. Son inconvénient majeur est
d’étre également exprimé a la surface des lymphocytes T effecteurs
(Teff) activés, quoique généralement a des niveaux plus faibles que
sur les Treg. Ainsi, le phénotype (D257 est retenu pour isoler les
Treg, mais un marquage plus spécifique devenait nécessaire. €n 2003,
plusieurs équipes montrent que le facteur de transcription FOXP3
(forkhead box p3) est exprimé par les Treg [6]. Le géne FOXP3 est
essentiel au développement des Treg comme en témoigne la survenue
chez ’lhomme du syndrome IPEX!, un tableau auto-immun survenant
lorsque ce facteur est muté. De fait, FOXP3 joue un role central dans la
différenciation et le maintien des Treg. Il est admis que les nTreg sont
de phénotype CD4*CD25'FOXP3". Chez la souris, ce marquage est spé-
cifique des Treg. Cependant, chez ’homme, il a été montré récemment
que les Teff peuvent exprimer faiblement et transitoirement FOXP3 lors
de leur activation [7].

Afin d’optimiser I'identification des nTreg, de nombreux autres mar-
queurs peuvent étre utilisés en combinaison avec (D25 et/ou FOXP3. Le
CD127 (chaine o du récepteur de I'lL-7) par exemple n’est pas ou peu
exprimé par les Treg [8]. De méme, I’expression de CD45RA permet de
différencier les Treg au repos (CD45RA*FOXP3f'e) ou activés (CD45RA
FOXP3™) de Teff exprimant faiblement FOXP3 (CD45RA") [2, 91. Les
Treg CD4"FOXP3" présentent certains des marqueurs de LT activés : ils
expriment plus fortement a leur surface des marqueurs d’activation
tels que CD5, CD25, CD44, CD103, CTLA-4 ou le GITR (glucocorticoid-
induced tumor necrosis factor [TNF] receptor). Les nTreg présentent
aussi des marqueurs absents de la surface des Teff tel que GARP
(glycoprotein A repetitions predominant) [10].

VIPEX : immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked.
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L'absence de Treg entraine,
chez I’animal comme chez
I’lhomme, un syndrome auto-
immun témoignant du role
central des Treg dans la pré-
vention d’une autoréactivité
pathogéne [11, 12]. 'auto-
immunité peut donc étre défi-
nie comme une rupture de
tolérance au soi, dont I"origine est probablement multi-
factorielle (génétique, infectieuse, environnementale).
Chez ’homme, de nombreuses maladies auto-immunes
seraient associées a un déficit quantitatif ou qualitatif
des Treg [13]. Le nombre de Treg est un facteur essen-
tiel au maintien de I’homéostasie, et une quantité ina-
daptée de ces cellules peut faire pencher la balance en
faveur des Teff autoréactifs. De maniére intéressante,
une augmentation de Treg a été observée dans les tissus
cibles de patients atteints de sclérose en plaques, de
polyarthrite rhumatoide ou de psoriasis, suggérant que
le défaut de régulation dans les tissus inflammatoires
serait lié a un déficit fonctionnel des Treg. L'activité
et la fonctionnalité des Treg sont difficiles a évaluer et
reposent le plus souvent sur des expériences de cocul-
tures in vitro de Treg et de Teff. La fonction des Treg est
analysée par I'inhibition de la prolifération des Teff et
par la production de cytokines anti-inflammatoires,
telles que I’IL-10 et le TGF-P. Ces déficits fonctionnels
des Treg sont encore mal compris et relevent proba-
blement de facteurs intrinseques (contacts cellulaires
insuffisants, défauts de transduction du signal ou des
mécanismes de suppression), mais également extrin-
séques (balance inadaptée entre cytokines pro- et
anti-inflammatoires, résistance des Teff a I'action des
Treg) [13]. La connaissance de ces mécanismes pour-
rait permettre de développer de nouvelles approches
thérapeutiques visant a restaurer le phénomene de
tolérance.

Treg et cancer

LUimmunologie appliquée a la cancérologie a bénéfi-
cié ces derniéres années de progrés significatifs. La
mise en évidence d’antigenes associés aux tumeurs
pourrait ouvrir la voie a de nouvelles approches thé-
rapeutiques visant a induire ou a majorer la réponse
immunitaire contre les cellules tumorales. Des travaux
récents ont confirmé que certains Treg reconnaissent
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spécifiquement les antigenes associés aux tumeurs et peuvent sup-
primer la réponse immune dirigée contre les cellules tumorales. De
méme, un nombre anormalement élevé de Treg a été detecté dans
le sang, les tumeurs et les ganglions drainants de patients atteints
de mélanome, de lymphome de Hodgkin et de différents carcinomes.
Cette observation est corrélée a un mauvais pronostic. Il a été montré
que ces Treg sont de phénotype mémoire et inhibent trés tot la réponse
immune antitumorale [14]. Uimplication néfaste des Treg a également
été évoquée dans plusieurs modeéles animaux chez lesquels la déplé-
tion des cellules CD25%" permet d’obtenir une régression tumorale. De
méme, I'injection d’une suspension de cellules CD4* dont on a éliminé
les Treg pourrait entrafner une réponse antitumorale efficace [15,
16]. Ces découvertes permettent d’envisager aujourd’hui de nouveaux
traitements plus spécifiques ayant pour but de stimuler une réponse
effectrice aux dépens de la réponse régulatrice. Cette démarche est
actuellement testée dans plusieurs protocoles cliniques en cours
d’essais.

Dans la transplantation d’organe

La transplantation d’organe a également bénéficié des progrés de
Iimmunologie. Le contrdle du rejet reste la principale priorité et
repose pour le moment surtout sur l'utilisation d’immunosuppres-
seurs qui minimisent la réaction des Teff allogéniques dirigée contre
les antigenes du greffon. Toutefois, ces traitements occasionnent
d’importants effets indésirables et n’empéchent que partiellement le
rejet chronique, qui représente toujours la principale cause d’échec de
greffe. Dans plusieurs modéles animaux, la déplétion des Treg entraine
une perte rapide du greffon, tandis que leur transfert adoptif permet
une survie prolongée de la greffe. Chez I’lhomme, un nombre important
de Treg a été trouvé dans des biopsies ou dans les urines de patients
faisant un rejet aigu de greffe de cceur et de rein respectivement. Ces
observations suggérent que les Treg agissent en réponse a I'activité
des Teff responsables du rejet. Par ailleurs, d’autres travaux rap-
portent un taux de Treg significativement bas dans le sang de patients
ayant un rejet chronique de greffe de foie. Ainsi, le résultat de la greffe
(tolérance ou rejet) dépend probablement de la balance entre Teff
allogéniques et Treg [17].

Treg et maladie du greffon contre I’hdte

Le role des Treg a également été caractérisé dans la maladie du
greffon contre I’hdte (GVHD), complication redoutable des greffes de
cellules souches hématopoiétiques [18]. Lors de cette complication,
les Teff compétents du donneur déclenchent une réponse immunitaire
contre les antigénes du receveur. Cette réaction peut étre prévenue par
le transfert de Treg. A ce titre, des stratégies d’induction ou de théra-
pies cellulaires semblent aujourd’hui prometteuses [18].

Treg et infections chroniques

Dans des modeéles animaux d’infections par Candida, Pneumocystis,
Leishmania ou Listeria, il semble que le nombre de Treg soit aug-
menté dans le sang et les organes infectés. Chez I’lhomme, certaines
infections virales (virus de I’hépatite C et de I"immunodéficience
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humaine notamment) s’accompagnent d’une expansion
dérégulée du compartiment des Treg ainsi que d’une
augmentation des cytokines anti-inflammatoires [19].
Ainsi, les Treg semblent contréler la balance entre
une réponse anti-infectieuse efficace et une réaction
inflammatoire délétére. En effet, dans les infections
chroniques, la stimulation continue du systéme immu-
nitaire aboutirait, en "absence de régulation, a une
expansion disproportionnée des Teff spécifiques du
pathogene. Toutefois, I’origine de I"augmentation des
Treg dans ces infections reste encore controversée,
méme si quelques études suggerent que certains patho-
genes favoriseraient I’expansion des Treg pour échapper
au systéme immunitaire [19].

Treg et allergie

Uallergie résulte principalement de I'action des Teff
Th2, ce qui explique I'augmentation des IgE. Il a été
montré que ces phénomenes étaient corrélés a une
diminution fonctionnelle des Treg, expliquant le désé-
quilibre en faveur d’une réponse pro-inflammatoire.
Plusieurs modéles ont déja montré que la restauration
de I'équilibre entre Teff et Treg permettait de diminuer
le phénomene d’allergie [2, 20].

Mécanismes des fonctions suppressives
des nTreg

Les nTreg naifs qui ont quitté le thymus vont coloniser
les tissus lymphoides et certains tissus non lymphoides
(graisse, peau, foie). lls peuvent exercer leur fonction
suppressive dans ces deux types de tissus. lls représen-
tent environ 10 % des lymphocytes T CD4 périphériques
[7]. Lors de la rencontre avec un antigéne, les nTreg
s’activent et expriment des récepteurs de chimiokines
et des molécules d’adhésion leur permettant de quitter
le ganglion et de migrer vers les tissus inflammatoires
ol ils exercent leurs fonctions suppressives. Il existe de
nombreux mécanismes suppresseurs (Figure 2), et nous
allons décrire les principaux.

Production de cytokines ou métabolites toxiques
LIL-10 et le TGF-P sont des cytokines essentielles aux
nTreg pour 'exercice de leurs fonctions suppressives.
Outre son activité suppressive, le TGF- est important
pour le développement des iTreg (voir plus loin).

Chez la souris, 'lL-35 semble également jouer un rdle
suppresseur. Il s’agit d’une protéine hétérodimérique
composée de la chaine p35 de I’IL-12 et d’€bi3 (€ps-
tein-Barr virus induced gene 3). Son expression par les
nTreg est sous le contrdle de Foxp3 [21]. Les nTreg défi-
cients en p35 ou Ebi3 ont des capacités suppressives
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réduites in vitro et sont incapables de contrdler les pathologies
inflammatoires de I'intestin.

L’HO-1 (heme oxygenase-1) produite par les nTreg permet de catalyser
la formation de monoxyde de carbone a partir d’héme. Ceci permet de
limiter la production d’IL-2, une cytokine indispensable a la prolifé-
ration des lymphocytes T [22]. De fagon similaire, le CD39 et le CD73
(deux ectoenzymes qui catalysent la formation d’adénosine) exprimés
a la surface des nTreg permettent la production d’adénosine a partir
d’ATP et d’ADP extracellulaires [23]. Uadénosine est capable d’inhiber
les Teff par I'intermédiaire du récepteur A2A de ces derniers.

Interaction des nTreg avec les Teff

In vitro, il a été démontré que les nTreg sont capables de bloquer la
prolifération des Teff en I’absence de cellules présentatrices d’anti-
gene, confirmant un effet direct des nTreg sur les Teff, entre autres
grdce a I’AMPc [24, 25].

Les nTreg sont également capables de lyser directement les Teff en
libérant du granzyme B et de la perforine [26]. D’autres travaux
ont également montré que I'interaction nTreg/Teff permet d’induire
I’apoptose via le facteur proapoptotique Bim exprimé par les Teff. De
fait, les Teff déficients en Bim sont capables de résister a la suppres-
sion exercée par les nTreg.

Enfin, les Treg activés expriment fortement le CD25, récepteur a I'lL-2
de haute affinité. Les Treg peuvent capturer I’IL-2 présente dans le
milieu et, par compétition, en priver les Teff. De plus, I'IL-2 est utilisée
par les Treg pour favoriser leur survie [27]. €n pathologie humaine, les
déficits en CD25 entrafnent des syndromes inflammatoires lymphopro-
lifératifs associés a des atteintes auto-immunes, indiscernables du
syndrome IPEX.

Interaction des nTreg avec les cellules présentatrices d’antigéne

U'interaction des nTreg avec les cellules présentatrices d’anti-
gene induit de profondes modifications altérant la capacité de
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Figure 2. Mécanisme des fonctions suppressives
des nTreg. (1) Lyse des Teff via une produc-
tion de granzyme et de perforine ; (2) liaison du
CTLA-4 avec CD80/86 induisant une diminution des
capacités activatrices de la cellule dendritique
(DC) (diminution de la présentation antigénique,
production de cytokines anti-inflammatoires,
production d’ID0) ; (3) métabolite toxique pour
les Teff ; (4) compétition dans la liaison au CMH 11
entre Treg et Teff (liaison de LAG3 au CMH II, plus
stable que la liaison du TCR au CMH 11) ; (5) cap-
ture de I'lL-2 via le CD25 permettant de limiter
I’expansion et la survie des Teff ; (6) production
d’adénosine via la dégradation de I’ATP/ADP par le
CD39/73 permettant d’inhiber les Teff ; (7) induc-
tion de iTreg via la production de TGF-f3.

ces derniéres a activer les lymphocytes T CD4" naifs.
Différents mécanismes, comme le blocage de la pré-
sentation antigénique et de la maturation des cellules
dendritiques, concourent a cet effet.

Les nTreg induisent également la production de facteurs
suppresseurs par les cellules dendritiques comme I’IDO
(indoléamine 2,3-dioxygénase) apres I'interaction du
CD80/86 avec le récepteur inhibiteur CTLA-4 (cytotoxic
T-lymphocyte antigen 4). 'IDO entraine le catabolisme
du tryptophane en un métabolite toxique pour les Teff.

Caractéristiques des Treg induits (iTreg)

Les iTreg se différencient en cellules suppressives a
la périphérie. Cette différenciation se fait a partir de
lymphocytes T CD4" naifs et dépend du milieu cytoki-
nique, de I’activation antigénique et de la coexistence
d’autres cellules. Les iTreg ne sont pas homogenes
et sont difficiles a caractériser in vivo en raison de
I"absence de marqueurs spécifiques. Deux populations
semblent toutefois mieux caractérisées : les iTreg
FOXP3* et les Trl.

Les iTreg FOXP3*

In vitro, la culture de lymphocytes T CD4" naifs avec du
TGF-P permet d’induire des lymphocytes T aux fonctions
suppressives et au phénotype proche des nTreg. €n
effet, ces iTreg sont de phénotype CD25*FOXP3". In vivo,
ces iTreg seraient abondants dans I'intestin. Il semble
que dans ce tissu, I’action conjointe du TGF-[3, des
cellules dendritiques CD103" et de I’acide rétinoique
permet d’induire des iTreg essentiels au maintien
de la tolérance, notamment vis-a-vis des antigénes
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Figure 3. Effets suppresseurs de IL-10. (1) Inhibition des Teff ; (2) diminution de I’expression du CMH 1/11 et
du CD80/86 sur les cellules dendritiques ; (3) induction de iTreg & partir de lymphocytes T naifs ; (4) orien-
tation de la commutation de classe des lymphocytes B (LB) vers une production d’IgG4 plutdt que d’Ig€ ; (5)

différenciation de lymphocytes T naifs en Trl.

alimentaires et de la flore commensale du tube digestif. Parmi ces
iTreg, soulignons I'existence des Th3, une population régulatrice pro-
duisant de grandes quantités de TGF-P3 et particulierement importante
pour les tissus en contact avec I’environnement (en particulier les
mugqueuses respiratoires et digestives).

Les Trl

Cette population a été découverte en 1997 lors de la stimulation de
lymphocytes T CD4* naifs par I"antigene ovalbumine en présence d’IL-
10. Son profil cytokinique est défini, apres activation, comme étant IL-
107, TGF-Pfert, IL-5frt, [FN-yfeible JL-2feible et || -4-. Cependant, selon
leur mode d’induction, il peut exister quelques variations. De maniére
consensuelle, il est admis que cette population produit de I'IL-10 et
ne produit pas d’IL-4, ce qui la distingue des Th2 [28]. U'IL-10 est une
cytokine anti-inflammatoire particulierement importante dans les
mécanismes de tolérance au niveau des tissus d’interface avec I'envi-
ronnement. €n effet, il a été montré in vivo que les souris déficientes en
IL-10 développent spontanément un tableau de colite, réversible avec
I’administration de Trl. Les Trl ont la particularité de migrer aux sites
inflammatoires sans activation antigénique préalable. Les Trl activés
produisent de I’IL-10 et expriment différents marqueurs - CD40L, CD69,
(D28, CTLA-4 et HLA-DR - communs aux nTreg. L'IL-10 est la cytokine
clé grace a laquelle les Trl exercent leurs fonctions suppressives par
un effet indirect dit bystander, in vitro et in vivo (Figure 3). D’autres
mécanismes comme la production de TGF-[3, ainsi que certains signaux
issus de contacts cellulaires passant par le CTLA-4, le TGF-3 membra-
naire, le GITR et le PD-1 (programmed death receptor-1) participent
aux fonctions suppressives des Trl dans certaines conditions [29, 30].
L'IL-10 inhibe la production de chimiokines, molécules influencant la
migration des LT, et des cytokines proinflammatoires par les cellules
présentatrices d’antigenes. Elle entraine une diminution de I’expres-
sion du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe | et Il et
des molécules de costimulation comme e CD80/CD86 et le CD58 sur les
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cellules dendritiques. Ces diffé-
rents mécanismes permettent de
stopper I'activation des Teff naifs,
d’induire une anergie des Teff
activés et d’activer ou d’induire
d’autres Treg.

Con clusion

Depuis leur redécouverte en 1995,
les Treg ont fait I'objet de milliers
de publications. La découverte
de leur implication dans de nom-
breux processus physiologiques
et pathologiques, I'identification
de certains marqueurs et la com-
préhension de leurs mécanismes
de suppression, permettent d’en-
trevoir aujourd’hui leur potentiel
thérapeutique. Leur utilité thé-
rapeutique est déja en cours d’évaluation dans diffé-
rentes pathologies comme les hémopathies malignes
ou, de fagon plus récente, dans les maladies auto-
immunes. Les résultats sont prometteurs, mais diffé-
rents obstacles restent a franchir avant une utilisation
thérapeutique en routine. ¢

SUMMARY

Regulatory T lymphocytes CD4": current issues
Regulatory T cells (Treg) are involved in the mainte-
nance of peripheral tolerance and in the prevention of
autoimmune diseases. They are also essential to the
regulation of immune responses observed in allergy,
transplantation, cancers and infectious diseases. Most
of Treg, called natural, differentiate in the thymus and
are defined by their expression of CD4, CD25 and the
transcription factor FOXP3. However, another population
of Treg induced in the periphery has been recently char-
acterized and appears to play an important role as well.
In this review, we will discuss certain aspects of Treg,
concerning notably their characterization, their role in
normal and disease states, their mechanisms of action.
Finally, we will discuss the significance of induced Treg. ¢
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