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Plan du cours

1) Découverte et caractéristiques des lymphocytes Tyd
2) Deéveloppement des Tyd

3) Modalités de reconnaissance et fonctions des Ty§:

- immunosurveillance
- immunorégulation






Découverte des lymphocytes Tyd

1984: vy chain cDNA Saito et al

1985: vy chain genes Hayday et al

1986: non-af3 T cells Brenner et al

1987: vd cells Brenner et al.
Borst et al.
Treibel et al

1987: & chain cDNA Chien and Davis;

Krangel and Brenner



Propriétés des Ty

1) Expression d’un récepteur unique (TCR), conservé

2) Distribution anatomique particuliere

3) Caractéristique phénotypique particuliere

4) Voie de différentiation distincte (développement)

5) Spécificité antigénique unique

6) Large spectre d'interactions cellules-cellules

7) Capacité unigue de protéger I'hote contre certains pathogenes particuliers

Lymphocytes Tyd sont des cellules de I'immunité innée



Généralités sur les Tyd

- Représentent une petite fraction des lymphocytes T dans les organes lymphoides
et le sang (1-5% des LT) chez 'homme et la souris

- Sont plus représentés dans le sang des patients pendant une infection
bactérienne ou virale (peuvent représenter jusqu’a 50% des cellules T)

-Reconnaissent les antigenes d'une facon différente des Tof « conventionnelles »:
- ne reconnaissent pas des antigenes « processes »
- reconnaissance de I'antigene ne nécessite pas la formation de complexes
peptide-CMH



Caractéristiques des LTyd, en comparaison des
LTap ou LB

Table 1 | v6 T cells can be distinguished from other lymphocyte lineages

Characteristic aff T cells
Antigen-receptor configuration  COG complex + aff TCR
Thecretical receptor number ~1015
Antigen recognition Peptide + MHC
MHC restriction Yes
FPhenaotype GO+ or COa*
Frequency in blood Ga—7 5%
Cistribution Blood and lvmphoid
tiesues
Effector capability CTLs{CO8+
Cytokine release (T 1/T,2)
Function Immure protection and
pathogen eradication

yo T cells

CO3 complex + v TCH
-1 DE-:I

Frotein and non-protein
Rare

Most are CO4-C08- ELs

are GO o)
1=5% (25609 ingut)

Blood, epithelial and
lymphoid tesues

CTls

Cytokine release (T, 1=T,2)

Immuroregulation and
immunosurveillance

B cells

g

-1 D”

Frotein and non-protein
Mo

COia+Coecr

—=10%

Blood and ymphoid
tizzLes

lg production

Humoural immunity

CTLs, oytotoxic T ymphocytes; iIELs, intestinal infraapithelial T lvmphooytes; ig, immunodcbuling T, call, T helper cell; TCR, T-cell

receptor. Data adapted from REFS 54,655,

(Carding S.R. et al. 2002. Nat. Rev. Immunol. 2:336)



Les cellules v sont des lymphocytes T

TCRyd+, CD3+, CD4-, CDS8-

La représentation des cellules Tyd
varie selon les especes; pourquoi?

% de collyles  [1OMME souris  veau
Tyd parmilesT (0,1-15% 0.5-3% 35-559%
50% -infection <10% >50%



Localisation anatomique

Les cellules Tyd cells ne recirculent pas comme les autres cellules T
“conventionnelles”

Elles ont une localisation constitutive dans les tissus




La plupart des cellules TCRy6* sont constitutivement associées
" aux tissus - Lymphocytes intraépithéliaux (IEL)

humains IELs
Vy1Vo1

Per Brandtzaeg



Cellules dendritiques épidermales Tyd murines
(DETC)

peau

Almost monoclonal Vy5V61
repertoires

Détectées avec |'anticorps 17D1

Cellules de Langerhans

Jessica Strid







Développement des lymphocytes Taf et vd a partir
d’un précurseur commun

phenotype Tyd 4

/,(

Signal TCR
(vd ou af précoce)

-
o

/‘ Cellules DN; CD4-CD8-

Signal pré-TCR >@

Phénotype DP ‘

Pré-"commitment”



Compétition entre les signaux recus par le TCRyd et le pré-TCR, pour déterminer le devenir des LT

(Immunobiology, Janeway)
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Stades du développement des cellules T

a N
o
\_ /

Ganglion/rate

RAG1& RAG2
réarrangement des genes



Développement des lymphocytes Ty

TISSUE
LESION | |

diverse antigen

v& T cells

effector
ap T cells

naive
ap T cells

Figure 3 va cells are tissue lymphocytes, posing questions about antigen sampling,

(Hayday A.C. Annu. Rev. Immunol. 2000. 18: 975)



Le développement des Tyd est séquentiel

Vol lestra-thymic)

Wb

b T-cell devebpment

12 14 16 18 20 Bitth
Daya of embryonic development

(Carding S.R. et al. 2002. Nat. Rev. Immunol. 2:336)



Séquences de développement des cellules Ty

peau  Tractus intestin, autres épithéliums,

reproductif tissus lymphoides
A secondaires
A

107 =

108+

105

Nombres de
thymocytes

104

104 | T T

15 16 17 18 19 ﬂE 1 2 3 4

Jours de gestation naissance | Ade en semaines




Fort potentiel de diversité, mais limité par I'appariement des chaines et
la diversité jonctionnelle, en partie par des réarrangements programmes
et favorisés.

. |

a-chain locus

L Vx70-80 Jx 61 C y-chain locus

&-chain locus

Dx3 Jx3 c

(Immunobiology Janeway)

Chez 'homme:

Locus codant la chaine § est localisée dans le locus de la chaine o

3 segments D, 3 segments 16 et 1 gene C3, localisés entre le cluster de segments
de genes Vo et le cluster de segments de genes Jo.

Les segments V§ sont entremélés parmi les segments Vo.

Locus codant la chaine y ressemble au locus TCRp. 2 genes Cy




Représentation schématique des genes du TCRyd
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Figure 1 Schematic representation of mouse and human TCRw/& gene families. TCR-V gene segments are shown as solid boxes; -1 as
striped boxes; -J as hatched boxes; and -C as stippled boxes. TCR gene segments indicate pseudogenas. Only representative ¥y and Ve are
shown; some can be used as either (see text).

(Hayday A.C. Annu. Rev. Immunol. 2000. 18: 975)



Nombre de segments de genes V et diversité estimée des

récepteurs de lymphocytes chez la souris

Ig TCRaf TCRyd
Nombre de segments de genes V
VH: 250-1000 Chaine a: 100 Chaine y: 7
kLight: 250 Chaine B: 25 Chaine 6: 10
Diversité en aa estimée o y
Combinaisons V 104-10° 2500 70
Combinaisons CDR3 1011 1016 1018

(d'apres Konigshofer Y. et al. 2006. Current Opinion in Immunol. 18:527)



Modalités de reconnaissance
et fonctions des cellules Tyd




Modalités de reconnaissance conventionnelle et non conventionnelle par les
différentes populations de lymphocytes T

Processed \Frge Super-
/Lﬂtln'n\ Anﬂgen an“gen
MHC Other / \
MHC 11 MHC | cD1d MHC I-like CD1b ‘ MHC 1I
/ \\ / \‘u f/ \ ‘ | |
cDa4 DN CcDs8 DN |CD4NK1| TCRy/d cD8 DN TCRy/5 | TCRy/5 TCRa/B
TCRa/B TCRy/6 |TCRa/B8 | TCRy/5 TCRa/B TCRa/B

N

Reconnaissance conventionnelle existe
Décrite dans les années 1990
Mais trés peu de Ty sont activés selon cette voie

(Kaufmann S.H.E. et al. 1996. PNAS. 93: 2272)



Phénotype des souris déficentes en Tyd

-Controle de l'infection primaire déficient. Défaut de protection contre les
infections (surtout chez les nouveaux-nés)

- Infections plus virulentes
- Défaut d'immunorégulation
- Développement de maladies inflammatoires

- La génération d’'une immunité antigene spécifiqgue en réponse aux virus,
bactéries, et parasites peut étre pus lente et moins efficace

- Susceptibilité accrue au développement de tumeurs



Les cellules Tyd contribuent a différents stades des réponses immunes
inflammatoires
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» Resident (liver) yo T cells
o Vol —Jpd-Copd VBE-J61-Co receptors of limited o Vol =Jypd—-CydNaB-Ja1-Co receptors of longer

TCR Junctional diversity TCR junctional regions, but oligoclonal response
» Produce IFN-y and other pro-inflammatory cytokines » Produce anti-inflammatory cytokines, such as IL-10
» Activate NK cells and help form granulomas » Cylotoxic to activated macrophages
» | Ink Innate and adaptive Immune responses » Downregulate inflammatory responses

Pendant le stade d'initiation de la réponse immune, les cellules Tyd modulent I'immunité innée
(NK et macrophages) et adaptative (cellules Taf), par la production de cytokines et chimiokines
pro-inflammatoires. En phase plus tardive, d’autres cellules Tyd lysent les macrophages activés et
sécretent des cytokines anti-inflammatoires et immunorégulatrices.




Quels sont les ligands des TCRyd?

Ligands Population Tyd

Phosphoantigenes _ ‘ S Vy982 humaines et y§ primates
(metabolites des voies de biosynthese des isoprenoides)

Molécules CMH-classe I « like » vd humains et murins

Phosphoantigenes sont produits par certains agents infectieux (HMBP: « hydroxy-
methylbutyl pyrophosphate), d’'autres sont endogénes et issus du de la voie de synthese
du mévalonate (IPP: Isopentenyl pyrophosphate)

HMBP>>>IPP (x 10 000)

Molécules CMH-classe I « like »: - molécules T10 et T22 du locus T1a chez la souris
- molécules MICA, MICB et CD1c chez 'homme

Peu ou pas polymorphes
MICA: « MHC-class I-related gene A »

A I'exception de CD1c, ces molécules sont induites par le stress (cellules infectées ou
tumorales).



Localisation anatomique précise dans les surfaces épithéliales des cellules Ty particulieres:
indique fonction de surveillance immunitaire et anti-tumorale.

Nature des interactions entre les cellules épithéliales et les cellules Ty§?

—> Reconnaissance et lyse des cellules épithéliales infectées ou tumorales, mais pas

des cellules épithéliales normales.

2 types de co-récepteurs :

MICA/B NKG2D

Cellule
épithéliale

—_—

Rael/H60

S

—_—

NKG2D

DETC
murin

Rael (retinoic acid early inducible 1)
H60: Ag d’histocompatibilité mineur

Cellule

Cellule -
épithéliale dendritique
immature
J TL CD1c
0 cD8ac I NKG2D
vo IEL

TL (thymus leukemia Ag): molécule non
classique du CMH I



Table 3. Characteristics of o' T-cell subsets as defined by TCR usage

v/6 Usage!

Subset characteristics?

Murine subsets

vyl

Vy2

V4
VysVal!

Ve Val
V7

Major peripheral recirculating ¥8 T cells of the blood and lymphatics

Downregulatory function, such as autoimmune myocarditis (see

also V)

Subset capable of killing Listeria-infected macrophages via Fas/Fas
ligand, whereas other Vy1 subset may be downregulatory

Recognizes non-classical MHC-Ib molecules, for example, T22, T10
(Shin et al., 2005)

Implicated in protection against lung mycobacteria
Pro-intlammatory functions, for example, autoimmune myocarditis
Vast majority of the IELs of the skin, the prototypic DETCs

First subset of T cells to emerge from the fetal thymus

May lyse stressed/transformed keratinocytes via NKG2D ligands (for
example, Rae-1]

Downregulatory function for af T cell-mediated inflammation

Vast majority of the IELs of the tongue and reproductive tract

Vast majority of the y8* [ELs of the intestine (with V&4/V&5]

Generated in the absence of a functional thymus




Human subsets
Va1 Large component of the ¥6* IELs of the intestine
Frequently found infiltrating tumors of epithelial origin

May lyse stressed/transformed epithelial cells via recognition of NKG2D
ligands (for example, MICA]

Vyava2! Major peripheral recirculating ¥8 T cells of the blood and lymphatics

Recognizes and expands in response to isoprenoids and alkylamines

Has demonstrated cytotoxicity to a variety of cancer cell lines (for
example, lymphoma, myeloma, prostate, renal)

Kills both intracellular and extracellular Mycobacternum tuberculosis
organisms (Dieli et al., 2001}

May also function as professional antigen-presenting cells (Brandes et
al., 2005)

"Wy5Va1 is also known as Vy3Val; VyaVaz2 is also known as Vy2V a2 (for further clarification of
TCRY nomenclature, see Kabelitz and Wesch, 2003). *See Huber et al., 2005; Dalton et al., 2004,
Abbreviations: DETC, dendritic epidermal T cell; IEL, intraepithelial lymphocyte; MHC, major
histocompatibility complex; MICA, MHC class | chain-related A.

(Girardi M. et al. 2006. J.Invest. Dermatol. 126:25)



Caracteristiques et fonctions des lymphocytes Tyd humains:

d1: - localisées dans les épithéliums (intestin, peau, poumon)
- reconnaissent MICA/MICB (inductibles par le stress) ou CD1+ CPA/tumeurs via NKG2D
- sécretent IFN-y, TNF-a

d2: - circulantes
- reconnaissent des P-Ags bactériens ou endogénes

- secretent IFN-y, TNF-a, IL-4

Cire |JI=|t|n:|
IFN-T
I:I @
o MIP- ‘Iu.-'lj = ':,-:. g IL4
HJ!-.I'*-ITEE
EI CHOR3E MERP1A

I'-.-'Ialrlx GRS - CCR1 CCREB Endothelium

= Blood

« Lymnph nodes
(interfollicular
areas)

(Ferrarini M. et al. 2002 Trends in Immunol. 2B: TRENDS in Immumaiagy




Table 1. Comparison of oy and 6 T cells in mice

Feature o T cells 1o T cells
CD4 and CD8 Major subsetting based on CD4 or  Predominantly CD4-CD8-
phenotype CD8 expression (double-negative); murine
intestinal IELs may be CD8cwoc*
Antigen type and Peptide antigen in the grooves of ldentification of TCR ligands
presentation MHC-I or -II; primary responses incomplete; B, microglobulin
require antigen-presenting cell independent; some subsets
recognize MHC-Ib molecules
T helper functions Predominantly CD4*; T helper 1 T helper 1 and 2 cytokine
and 2 cytokine profiles profiles
T cytotoxic functions Predominantly CD8*; e.g., perforin/  Various subsets using the same
granzyme production, Fas ligand-  mechanisms
mediated, NKG2D-mediated
T regulatory functions Various T regulatory subsets Attributable to various subsets,
including CD4+CD25* cells including murine Vy5+ DETCs

and human Vy1+ peripheral cells

TCR junctional diversity  Relatively vast Relatively limited; especially
limited for [EL populations

Abbreviations: DETC, dendritic epidermal T cell; IEL, intraepithelial lymphocyte; MHC, major
histocompatibility complex.

(Girardi M. et al. 2006. J. Invest. Dermatol. 126:25)



Immunosurveillance anti-microbienne
Chez 'homme:

- Augmentation de la fréquence des Tyd (Vy9V82) dans le sang des
patients infectés

- Apres reconnaissance des phospho-Ags, ces cellules sécretent des
chimiokines et cytokines Th1l (IFNy), stimulent les fonctions des cellules
NK, NKT et Tap.

-Apres reconnaissance des phospho-Ags, ces cellules sont activées et
capables de lyser des cellules infectées.

-Mécanisme de lyse: perforines/granzymes

-Ces cellules sont capables d'effectuer la présentation antigénique a des
LTop CD4+ ou CD8+ (Brandes et al. 2005). Processing et présentation

d'Ag peptidiques.



Fonction de présentation antigénique des lymphocytes Ty

Tissue

Adaptive
e ® immune
Chemokine . MHC Innate response
e o immune
— response
e voT
@
®
Extravasation Afferent
lymphatics
lood ® | ®
LN
. CCL19 *
TCR ccL21 .

Antibodies

—'Helper T cells

Cytotoxic T cells

e
ChemR CCR7

Y8 T v T-APC  affT



Immunosurveillance anti-tumorale
Chez 'homme:

- Les tumeurs solides sont infiltrées par V61+ TCRyd* IELs

- Les cellules V81* TCRy8* peuvent reconnaitre des cellules tumorales
d’origine épithéliale: Réponse a un stress antigénique.

- Ces cellules expriment NKG2D (récepteur activateur). Apres
reconnaissance de leur ligand (MICA/B), ces celllules sont activées et
capables de lyser les cellules tumorales exprimant le ligand.



Reconnaissance des cellules tumorales par les cellules Tyo

Cellule
tumorale

MICA H (Rael)
| NKG2D

Surveillance de la tumeur



Modele d'immunosurveillance tissulaire

Reconnaissance
non conventionnelle

L

Reconnaissance
. conventionnelle

cellule cellule
épithélia#it ﬂ épithéliale




Immunorégulation par les LTy

Direct regulation by
cytolysis of effector T cells

General effector T-call
Supprewlon

Secreted chemokines

salectivaly regulate Cytokines amagonlze
cell Influx to site IL- 10 Ty1-cell activity

Indirect regulation by _}
2-% 51‘3 O Tliﬂl cytolysis of local APCs

/ \ Neutrophil Influx blocked

Indirect regulatlr:m Repair of epithelial \(
by cytolysis of cells and/or upregulation

epithelial cell of FASL opposas Infltration

Epithelial-cell barrier

MNeutrophils

(Hayday A. et al. 2003. Nature Rev. Immunol. 3: 234)




Conclusions

Les cellules Tya:

- cellules effectrices capables de lyser des cellules cibles infectées et
des cellules tumorales.

- contribuent a la protection de I'hote. Leur application clinique est tres
étudié€e car elles sont non restreintes par le CMH.

- potentiel immunorégulateur élevé. Les souris déficientes en Tyd
développent spontanément des pathologies autoimmunes.

- downregulent les pathologies autoimmunes, et role de prévention des
tissus contre les pathologies inflammatoires.



