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Pour les cellules dont la forme oscille, on
observe les blebs de maniéere alternée,
d’un péle a I'autre, suivant la contrac-
tion du petit lobe. Or la formation de
blebs a pour effet de relacher la tension
du cortex et diminuer la pression qui en
résulte [12]. Il est donc plausible qu’ils
contribuent par leur apparition a tem-
pérer une augmentation de tension d’un
lobe qui viendrait déstabiliser la cellule
en division. Nous avons montré que si
I’on bloque I'apparition des blebs en
stabilisant le cortex d’actine de cellules
contréles par 'ajout de différentes lec-
tines (wheat germ agglutinin et conca-
navaline A), la proportion de cellules
qui oscillent et dont la division échoue
augmente. De plus, I'induction de blebs
dans des cellules oscillantes, par abla-
tion au laser d’un pdle en train de se
contracter, stoppe la contraction du
pole et inverse la direction de I'oscilla-
tion. Ces observations nous permettent
de proposer un nouveau role pour les
blebs lors de la division cellulaire : ils
joueraient le réle de valves de pression,
relachant la tension polaire dés que
celle-ci dépasse un seuil risquant de
déclencher des instabilités de forme
(Figure 1D).

Conclusion

Lors de la cytocinese, la cellule main-
tient une tension a ses poles, peut-étre
pour conserver une forme sphérique et
controler le volume des futures cellules
filles. Cependant, les forces générées par
la cellule pour maintenir sa forme peuvent
aussi entrainer des instabilités méca-
niques pouvant mener a I’échec de la
division. Il parait naturel que I’évolution
ait introduit des mécanismes de contrdle
pour éviter a la cellule ce type d’erreur. €n
plus du role stabilisant joué par le fuseau
mitotique qui contréle la contractilité
corticale lors de la division, il est possible
que l'interaction entre la membrane et
le cortex, a travers la formation de blebs
capables de reldcher la tension du cortex,
fournisse un mécanisme capable de stabi-
liser la forme cellulaire. Lorsque les divers
mécanismes de stabilisation échouent, la
cellule présente des instabilités de forme
qui peuvent se manifester par des oscilla-
tions de forme. Notre modele suggere que
de telles oscillations sont un comporte-
ment dynamique intrinséque d’un cortex
contractile et dynamique agissant contre
un milieu élastique. ¢

The mechanics of the cellular division
or how to split a sphere into two?
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Cellules épithéliales
médullaires thymiques

exprimant Aire

Acteurs clés dans ’induction
de la tolérance des cellules T

Magali Irla

> Le thymus, organe lymphoide primaire,
est le site majeur de la production des
lymphocytes T dont le role est essentiel
dans la réponse immunitaire aux agents
pathogenes et aux cellules tumorales.
Cet organe coordonne les événements
de sélection conduisant au développe-
ment d’un répertoire de lymphocytes T
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fonctionnels non réactifs vis-a-vis du
soi. Ces événements de sélection sont
essentiels pour éviter la génération de
cellules T autoréactives, responsables
du développement de maladies auto-
immunes. Lors de leur différenciation
dans le thymus, les cellules T dont le TCR
(T cell receptor) réagit avec les antigénes

(Ag) du soi (cellules autoréactives) sont
éliminées dans une région anatomique
spécifique, appelée médulla. Les cel-
lules épithéliales médullaires thymiques
(mTEC) jouent un rdle clé dans I’éli-
mination des cellules T autoréactives
grace a leur propriété unique d’exprimer
une grande diversité d’Ag spécifiques de
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tissus périphériques [1]. Les thymocytes
dont le TCR a une forte affinité pour ces
Agsont éliminés par apoptose. Des études
récentes ont permis d’appréhender les
mécanismes moléculaires et cellulaires
controlant ’homéostasie et I"état de
différenciation des mTEC nécessaires a
I’induction de la tolérance au soi des
cellules T.

La médulla thymique :

un microenvironnement spécialisé

dans I’élimination des cellules T
autoréactives

Les thymocytes CD4* ou CD8* (dits simple
positifs [SP]) qui ont été sélectionnés
positivement dans le cortex thymique sont
capables de reconnaitre, via leur TCR, un
complexe CMH (complexe majeur d’histo-
compatiblité)/peptide présenté par les
cellules thymiques présentatrices de I’Ag.
Ces thymocytes SP migrent ensuite dans
la médulla ol ceux dont le TCR a une forte
affinité pour des Ag du soi sont éliminés
par sélection négative. La médulla est
composée d’un dense réseau de cellules
dendritiques (DC) et de mTEC (Figure 14).
Ces derniéres jouent un role essentiel
dans I'élimination des cellules T auto-
réactives grdce a leur propriété unique
d’exprimer une grande diversité d’Ag
spécifiques de tissus périphériques [1].
Les mTEC sont hétérogenes et seule une
fraction d’entre elles (environ 25 %),
dites matures, expriment le facteur de
transcription AIRE (autoimmune regula-
tor element), responsable de I'expres-
sion de plusieurs centaines d’Ag du soi
(Figure 1B) (=). Ces (=) Voir la Bréve

Ag exprimés par de Magali Itla,
les mTEC sont soit page 160 de ce numéro
directement présentés par les mTEC, soit
cross-présentés par les cellules den-
dritiques aux thymocytes SP [2]. La
médulla constitue donc un microenvi-
ronnement spécialisé dans I’élimina-
tion des cellules T autoréactives via une

1 Tous les antigenes du soi ne sont pas exprimés par une méme
mTEC. Certaines études laissent penser que I'expression se
fait de maniére relativement stochastique.
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collaboration étroite entre les mTEC et les
cellules dendritiques.

Les interactions entre les thymocytes SP
et les mTEC controlent

le développement de la médulla

La sélection des thymocytes SP, et donc
I’induction de la tolérance au soi, sont
étroitement controlées par les mTEC grace
a la capacité de ces derniéres a exprimer

de nombreux Ag du soi. Ces interactions
sont bidirectionnelles car le dévelop-
pement et I"organisation des mTEC sont
a leur tour contrélés par la présence
des thymocytes SP [3] (Figure 1C). Les
souris présentant une absence totale
de thymocytes SP, par exemple les sou-
ris déficientes pour la protéine tyrosine
kinase Zap70 ou pour la chaine a du TCR,
ont une altération du développement

Interactions
bidirectionnelles

(mTEC)

Antigenes du soi

Cellule épithéliale médullaire

Induction
=3 de la tolérance

au soi

é Formation
de la médulla

Figure 1. Composition et contréle de I’épithélium médullaire thymique. A. Aspect en microscopie

confocale d’une préparation de coupe de thymus d’une souris C57BL/6 sauvage, marquée avec

des anticorps anti-kératine 14 qui détectent les mTEC (vert) et des anticorps anti-CD11c détec-

tant les cellules dendritiques (rouge). B. Aspect en microscopie confocale d’une préparation

de coupe de thymus de souris C57BL/6 sauvage, marquée avec des anticorps anti-kératine 14

détectant les mTEC (vert) et des anticorps anti-AIRE détectant le facteur de transcription AIRE

(rouge). C. Les thymocytes CD4* et CD8* agissent sur le développement et I'organisation des

mTEC, permettant ainsi la formation de la médulla thymique. €n retour, les mTEC, par leur expres-

sion de nombreux antigénes du soi, jouent un réle essentiel dans I'induction de la tolérance au soi

des thymocytes CD4* et CD8*. m, médulla.
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médullaire. Les médullas sont désor-
ganisées et leur cellularité en mTEC est
réduite [4]. La réintroduction de cellules
T matures chez les souris SCID (severe
combined immunodeficient), présentant
le méme défaut médullaire que les souris
mutantes Zap70~" ou Terot””, permet la
reconstitution des régions médullaires
[3]. Par conséquent le développement
des mTEC, et donc de la médulla, requiert
la présence de thymocytes SP.

Les thymocytes CD4* autoréactifs
contrélent I’homéostasie

et la différenciation des mTEC

Bien que le réle critique des mTéEC
exprimant le facteur de transcription
AIRE dans I’élimination des thymocytes
autoréactifs soit démontré, I'identifi-
cation du sous-type de thymocytes SP
et des acteurs moléculaires régulant la
différenciation et la richesse en mTEC
n’a été appréhendée que récemment. Le
développement des mTEC AIRE™ requiert
la présence des thymocytes CD4" et
non des thymocytes CD8". Notre labo-
ratoire a en effet démontré "absence
quasi-totale des mTEC AIRE" chez les
souris dépourvues de thymocytes CD4",
tandis que chez les souris dépourvues
de thymocytes CD8", leur nombre est
similaire a celui qui est observé chez
des souris sauvages [5]. De plus, seuls
les thymocytes CD4" autoréactifs sont
capables de contrdler le développe-
ment des mTEC AIRE* [5]. €n effet,
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comme c’était le cas chez les souris
dépourvues de thymocytes CD4*, si on
abolit sélectivement chez des sou-
ris ’expression des molécules de CMH
de classe Il (CMHII) a la surface des
mTEC, le nombre des mTEC AIRE™ est
fortement réduit. Cela démontre qu’une
interaction entre le TCR des thymocytes
CD4" et le CMH de classe Il des mTEC
est nécessaire au développement des
mTEC AIRE™. Par ailleurs, le dévelop-
pement des mTEC AIRE™ nécessite des
interactions spécifiques de I"’Ag qu’elles
présentent [5]. Le nombre de mTEC
AIRE" est ainsi fortement réduit chez
les souris transgéniques OT-/I:Rag2™/",
qui possédent uniquement des thymo-
cytes CD4" exprimant un TCR reconnais-
sant un peptide dérivé de I’ovalbumine
qui n’est pas exprimé par les mTEC.
€n revanche, le phénotype normal est
restauré chez les souris transgéniques
Rip-mOVA:0T-11:Rag2™’", qui possé-
dent comme précédemment unique-
ment des thymocytes CD4" exprimant
un TCR reconnaissant un peptide dérivé
de I'ovalbumine. Cependant, chez ces
souris, cet antigéne est spécifiquement
exprimé par les mTEC. Par conséquent,
pour assurer un développement nor-
mal des mTEC exprimant le facteur de
transcription AIRE, il faut qu’il y ait
une interaction spécifique de I’Ag avec
les thymocytes CD4" via leur TCR et les
molécules de CMHII exprimées par les
mTEC [6] (Figure 2).

Figure 2. Signaux moléculaires intervenant
dans linteraction entre les thymocytes CD4+
autoréactifs et les mTEC. Les signaux de la
superfamille TNF, LTBR-LTa12, RANK-RANKL
et CD40-CD40L, responsables de I’expansion et
de la différenciation des cellules épithéliales
médullaires thymiques (mTEC) sont délivrés
lors d’interactions cellulaires spécifiques de
I’antigéne entre les mTEC et les thymocytes
CD4* autoréactifs. Les thymocytes CD4* expri-
ment les ligands LTot1 32, RANKL et CD40L dont
les récepteurs respectifs, LTBR, RANK et CD40
sont exprimés par les mTEC. Ces signaux cel-
lulaires sont délivrés lors d’interactions cellu-
laires spécifiques de I’Ag entre les thymocytes
CD4", via leur TCR, et les mTEC, via leurs molé-
cules de CMHII. Ag : antigeéne ; CMHII : complexe
majeur d’histocompatiblité de classe Il ; TCR :

T cell receptor.

Des études récentes ont identifié les
acteurs moléculaires impliqués lors de
ces interactions spécifiques de I’Ag
entre les thymocytes CD4" autoréac-
tifs et les mTEC. Trois couples ligand-
récepteur membres de la superfa-
mille TNFR/TNF (tumor necrosis factor
receptor/tumor necrosis factor), LTBR
(lymphotoxin B receptor)-LTa 12,
RANK-RANKL (receptor activator of
nuclear factor kB et son ligand) et
CD40-CD40L, ont été impliqués dans
I’organisation et la différenciation des
mTEC [4, 5, 7-9]. Les récepteurs RANK,
CD40 et LTBR sont exprimés a la sur-
face des mTEC alors que leurs ligands
respectifs RANKL, CD40L et LTal1B2 sont
exprimés a la surface des thymocytes
CD4* (Figure 2). 'absence de chacun
de ces récepteurs et ligands entraine,
chez les souris déficientes, des défauts
d’organisation et de différenciation des
mTEC a des degrés divers. Les signaux
RANK-RANKL et CD40-CD40L agissent
en synergie pour contrdler le nombre
des mTEC AIRE" tandis que le signal
LTBR-LTalPB2 est impliqué préféren-
tiellement dans I'organisation et la



richesse globale en mTEC [7, 8]. Enfin,
la combinaison de ces trois signaux
LTBR-LTat1P2, RANK-RANKL et CD40-
CD40L, déclenchés uniquement dans le
contexte d’une interaction spécifique
de I’Ag entre les mTEC et les thymocytes
(D4, est nécessaire a I’organisation et
a la différenciation correctes des mTEC
(Figure 2).

Conclusion

Les mTEC exprimant AIRE sont néces-
saires a I'induction de la tolérance au
soi des cellules T. Leur différenciation
est contr6lée en retour par les thymo-
cytes autoréactifs CD4* via I’expres-
sion spécifique de CD40L et RANKL. Ces
interactions bidirectionnelles consti-
tuent un mécanisme de régulation qui
permet au thymus d’adapter sa capacité
a éliminer de fagon optimale les cellules
T autoréactives. ¢

Medullary thymic epithelial cells
expressing Aire, key mediators
in the induction of T-cell tolerance
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Cellules béta pancréatiques

La premiere lignée humaine fonctionnelle

Philippe Ravassard!, Paul Czernichow? , Raphaél Scharfmann®

> Le pancréas est un organe complexe
exercant des fonctions exocrines et
endocrines. Le pancréas exocrine est
composé de cellules acinaires produi-
sant et sécrétant les enzymes de la
digestion qui seront acheminées vers
Iintestin via le systeme des canaux pan-
créatiques. Le pancréas endocrine, qui
contr6le I’homéostasie du glucose, est
organisé en microorganes, les Tlots de
Langerhans, dispersés dans I’ensemble
du tissu pancréatique et composés de
cing types cellulaires, o, B, 9, € et PP
sécrétant respectivement le glucagon,
IYinsuline, la somatostatine, la ghré-
line et le polypeptide pancréatique, les
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cellules insulino-sécrétrices étant de
loin les plus nombreuses. Le diabete de
type | est la conséquence d’une destruc-
tion auto-immune des cellules B alors
que le diabete de type Il résulte de la
combinaison d’une résistance a I'insuline
et d’une sécrétion d’insuline inadéquate.
Ainsi, pour les deux formes de diabete,
la masse fonctionnelle de cellules B
n’est pas suffisante pour le contrdle
de la glycémie. Ces deux pathologies
touchent aujourd’hui prés de 200 mil-
lions de personnes dans le monde.

L'étude des cellules béta humaines est
importante pour comprendre non seule-
ment leur fonctionnement mais aussi la
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physiopathologie des diabetes. 'acces a
des cellules béta humaines primaires est
cependant extrémement difficile. Il est
donc nécessaire de disposer d’une source
illimitée de telles cellules, ce que permet
par exemple la production de lignées
immortalisées. Ces lignées seront utiles
pour le développement de nouvelles
thérapies, soit pharmacologiques soit
basées sur la transplantation de cellules.
Au cours des trente derniéres années,
de nombreux groupes de recherche ont
tenté de dériver des lignées de cellules
béta humaines, sans succés. Nous avons
récemment développé une technologie
originale qui nous a permis de générer la
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