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Résumé

Lors d’une infection par un pathogéne, des lymphocytes T CD8" naifs (LTn)
spécifiques de 1’antigéne sont activés, proliférent et se différencient en LT effecteurs (LTe).
Les LTe produisent différentes cytokines et acqui€rent une activité cytotoxique menant a
I’¢élimination du pathogene. Seulement 5 & 10 % des LTe survivront et se différencieront en
LT mémoires (LTm), qui sont capables de répondre plus rapidement lors d’une seconde
infection par le méme pathogéne, contribuant au succeés de la vaccination. Toutefois, la
compréhension de I’ensemble des mécanismes régulant le développement des LTe et des LTm
demeure incompléete. Afin de mieux comprendre les signaux requis pour la différenciation des

LT CDS8" lors de la réponse immune, nous avons posé deux hypothéses.

Nous avons d’abord proposé que différentes cellules présentatrices d’antigéne (CPA)
fournissent différents signaux au moment de la reconnaissance antigénique influencant ainsi le
devenir des LT CD8". Vu leur potentiel d’utilisation en immunothérapie, nous avons comparé
la capacité d’activation des LT CD8" par les lymphocytes B activés via le CD40 (CD40-B) et
les cellules dendritiques (CD). Nous avons montré que I’immunisation avec des CD40-B
induit une réponse effectrice mais, contrairement a I’immunisation avec des CD, pratiquement
aucun LTm n’est généré. Les LTe générés sont fonctionnels puisqu’ils sécretent des cytokines,
ont une activité cytotoxique et controlent une infection avec Listeria monocytogenes (Lm).
Nous proposons qu’une sécrétion plus faible de cytokines par les CD40-B ainsi qu’une
interaction plus courte et moins intime avec les LT CD8' comparativement aux CD
contribuent au défaut de différenciation des LTm observé lors de la vaccination avec les

CDA40-B.

Ensuite, nous posé 1’hypothese que, parmi les signaux fournis par les CPA au moment
de la reconnaissance antigénique, la voie de signalisation Notch influence le développement
des LTe, mais aussi des LTm CD8" en instaurant un programme génétique particulier.
D’abord, grace a un systéme in vitro, le role de la signalisation Notch dans les moments

précoces suivant 1’activation du LT CD8" a été étudié. Ce systéme nous a permis de démontrer
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que la voie de signalisation Notch régule directement 1’expression de la molécule PD-I.
Ensuite, grace a des souris ou il y a délétion des récepteurs Notchl et Notch2 seulement chez
les LT CDS8" matures, un role de la voie de signalisation Notch dans la réponse immune des
LT CDS8" a été démontré. Nos résultats démontrent que suite a une infection avec Lm ou a une
immunisation avec des CD, la signalisation Notch favorise le développement de LTe,
exprimant fortement KLRG1 et faiblement CD127, destinés & mourir par apoptose. Toutefois,
la signalisation Notch n’a pas influencé la génération de LTm. De facon trés intéressante,
I’expression des récepteurs Notch influence la production d’IFN-y en fonction du contexte
d’activation. En effet, suite a une infection avec Lm, I’absence des récepteurs Notch n’affecte
pas la production d’IFN-y par les LTe, alors qu’elle est diminuée suite a une immunisation

avec des CD suggérant un role dépendant du contexte pour la voie de signalisation Notch.

Nos résultats permettent une meilleure compréhension des signaux fournis par les
différentes CPA et de la voie de signalisation Notch, donc des mécanismes moléculaires
régulant la différenciation des LT CD8" lors de la réponse immunitaire, ce qui pourrait

ultimement permettre d’améliorer les stratégies de vaccination.

Mots-clés : lymphocytes T CD8', cellules présentatrices d’antigénes (CPA), cellules
dendritiques (CD), lymphocytes B activés via le CD40 (CD40-B), voie de signalisation Notch,
PD-1 (Programmed death-1)
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Abstract

Following an infection with a pathogen, antigen-specific naive CD8" T lymphocytes
(Tn) will proliferate and differentiate into effector (Te) cells. Those Te cells will produce
different cytokines and acquire a cytotoxic activity, leading to pathogen clearance. Only 5 to
10 % of Te cells will survive and differentiate into memory CD8" T lymphocytes (Tm) able to
respond rapidly following a second encounter with the same pathogen, contributing to the
success of vaccination. However, the mechanisms regulating Te and Tm cells development
remain incompletely understood. To better understand the signals required for CD8" T

lymphocytes during an immune response, we proposed two hypotheses.

First, we propose that different antigen presenting cells (APCs) can deliver different
signals to CD8" T lymphocytes at the time of priming leading to different outcome. Given
their potential for use in immunotherapy, we compared the ability of CD40-activated B
lymphocytes (CD40-B) and dendritic cells (DCs) to activate CD8" T lymphocytes. We have
shown that CD40-B cell immunisation leads to an effector response but very few Tm cells are
generated compared to DC immunisation. The Te cells generated following CD40-B cell
immunisation are functional because they secrete cytokine, are cytotoxic and control a Listeria
monocytogenes (Lm) infection. We propose that CD40-B cells secrete less cytokines and
interact during shorter period of time with the CD8" T lymphocytes, without engulfment,
contributing to the decreased Tm generation observed following immunisation with CD40-B

cells.

Second, among the signals provided by APC at the time of CD8" T lymphocyte
priming, we have hypothesised that the Notch signalling pathway influences Te and Tm cell
differentiation by inducing a particular genetic program. Using an in vitro system, we first
studied the role of the Notch signalling pathway in the hours following CD8" T lymphocyte
priming. We demonstrated that Notch signalling directly regulates PD-1 expression. Then,
studying mice where Notchl and Notch2 receptor genes are deleted only in mature CD8" T

lymphocytes, we characterised the role of the Notch signalling pathway on Te and Tm
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differentiation during an immune response. Our results show that following Lm infection or a
DC immunisation, the Notch signalling pathway promotes the differentiation of short lived
effector cells Te cells (KLRG1"€"CD127"") meant to die by apoptosis. However, the Notch
signalling pathway did not influence the generation of CD8" Tm cells. Most interestingly,
IFN-vy regulation by the Notch signalling pathway depends on the activation context. Indeed,
following Lm infection, lack of Notch receptors does not impact IFN-y secretion by Te cells
while it is significantly decreased following a DC immunisation suggesting a context

dependant role for the Notch signalling pathway.

Our findings provide a better understanding of the key signals provided by APC as
well as the Notch signalling pathway, and thus the molecular mechanisms leading to CD8"
lymphocyte effector and memory generation which is crucial as this knowledge may

ultimately lead to improved vaccination.

Keywords : CD8" T lymphocytes, antigen presenting cells (APCs), dendritic cells (DCs),
CD40-actived B lymphocytes (CD40-B), Notch signalling pathway, PD-1
(Programmed death-1)
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GSK3B: glycogen synthase kinase 33

HDAC: histones déacétylases

Hes: Hairy/enhancer of split

HIF-1o: Hypoxia-inducible factor-1a

HRE: hypoxia response elements

ICAM-1: intercellular adhesion molecule 1

1d: Inhibitor of DNA binding

IxB: inhibitor of NF-kB

IFN: interférons

INOS: inducible nitric-oxide synthase

IL: interleukin

IRF4: interferon regulatory factor 4

ISRE: IFN stimulation responsive element

ITAM: immunoreceptor tyrosine-based activation motif
ITIM: immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
ITSM: immunoreceptor tyrosine-based switch motif
J1: Jagged 1

J2: Jagged 2

LB: lymphocyte B

LFA-1: lymphocyte function-associated antigen 1
LCMV: virus de la chorioméningite lymphocytaire
LIN: cysteine-rich Notch/LIN12 repeats

LLO: listeriolysin O

Lm: Listeria monocytogenes

Lm-OVA: Listeria monocytogenes exprimant OVA
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Lm-GPs3: Listeria monocytogenes exprimant GP33

Lm-SIY: Listeria monocytogenes exprimant le peptide SIYRYYGL
LMP : low molecular weight protein

LPS: lipopolysaccharide

LT: lymphocyte T

LTe: LT effecteurs

LTm: LT mémoires

LTn: LT naifs

MAML: Mastermind-like

MAMP: microbial-associated molecular patterns

MFTI: mean fluorescence intensity

MIIC: MHC II containing compartment

MPEC: Memory-precursor effector cells

moCD: CD dérivés de monocytes

MOGss.ss :myeline oligodendrocyte glycoprotein

mTOR: mammalian target of rapamycine

N1: Notchl

N2: Notch2

N3: Notch3

N4: Notch4

NECD: domaine extracellulaire de Notch

NICD: domaine intracellulaire de Notch

NLR: NOD-like receptor

NLS: séquences de localisation nucléaires

NO : nitric oxide

NOS : nitrogen oxygen species

OVA: Ovalbumine

OT-1: LT CD8" spécifiques du peptide OV A,s7.264 de I’ovalbumine présenté par le H2-K°
OT-1I: LT CD4" spécifiques du peptide OV Asp3.330 de I’ovalbumine présenté par le I-A®
P14: LT CD8" spécifiques du peptide GP3; présenté par le H2-D"
PALS: periarteriolar lymphocytes sheats
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PBMC: peripheral blood mononuclear cell

pCMH: complexes peptide-CMH

pCREBI1: phosphorylated cyclyc-AMP-responsive element-binding protein 1
PD-1: Programmed death-1

PGK1: phosphoglycérate kinase 1

PKC-6: protéine kinase C-0

PRR:patterns recognition receptors

PSMAC: peripheral supramolecular activation complex pPSMAC
RAM: RBP-Jkappa-associated module

RCB: récepteur des cellules B

RCT: récepteur des cellules T

RE : réticulum endoplasmique

RIG-1: retinoic-acid-inducible gene 1

ROS: reactive oxygen species

SCID: severe combined immunodeficiency

SHP 1 et 2: SH2-domain containing tyrosine phosphatase 1 et 2
SI: synapse immunologique

SLEC: Short-lived effector cells

SOCS3: Suppressor of cytokine signalling 3

SRC: spare respiratory capacity

STAT: Signal transducer and activator of transcription
TAD: domaine de transactivation

TAP: transporter of antigen-processing

tBID: truncated BID)

TCF-1: T cell factor 1

Tcem: LTm centraux

Tpm: death intermediate memory cells

Tem: LTm effecteurs

Trm: LTm résidents

T.: T cytotoxiques

Tru: T follicular helper)
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Tu: T helper

TLR: Toll-like receptors

TNF: Tumor necrosis factor

TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing ligand
TRAF: TNF receptor-associated factor

Treg: T régulateur

VLP : Virus like particules

VSV: Virus de la stomatite vésiculaire

VV: virus de la vaccine
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Introduction

1.1 La réponse immunitaire

Le systéme immunitaire a pour fonction d’éliminer les agents infectieux ou les cellules
anormales de 1’organisme. Lors d’infection, il y aura premic¢rement reconnaissance par les
cellules du systéme immunitaire inné constitué notamment des macrophages, des neutrophiles,
des cellules NK et des cellules dendritiques. Ces différentes cellules permettent de contrdler
I’infection localement grace a la phagocytose, a la production de cytokines, de chimiokines et
de peptides antimicrobiens. Certaines cellules innées activeront le systéme immunitaire
adaptatif. Les cellules adaptatives sont composées des lymphocytes T responsables de la

réponse cellulaire et des lymphocytes B produisant les anticorps (Ac).

1.1.1 La réponse innée

La réponse innée est initiée suite a la reconnaissance de MAMP (microbial-associated
molecular patterns) ou de DAMP (danger-associated molecular patterns). Les MAMP sont
des motifs moléculaires conservés chez les bactéries et les virus (pathogénes ou non) alors que
les DAMP sont associés aux cellules anormales c’est-a-dire en apoptose ou stressées. Les
MAMP et les DAMP sont reconnus par les PRR (patterns recognition receptors) dont les plus
connus sont les TLR (7oll-like receptors) découverts pour leur role dans I’immunité de la
drosophilel. Chez la souris, il existe 13 TLR. Les TLR 1, 2, 4, 5, 6 et 10 reconnaissent des
produits bactériens et sont situés a la membrane plasmique. Les TLR 3, 7, 8 et 9 reconnaissent
des acides nucléiques et sont localisés dans les endosomes. Quant aux TLR 11, 12 et 13, ils
sont exprimés uniquement dans le systéme nerveux central et n’ont pas été identifiés chez
I’humain (revue dans®). Dans le cadre de cette thése, les TLR 4 et 9 sont plus pertinents
puisqu’ils seront stimulés afin de maturer différentes cellules. Le TLR4 reconnait, entre autres,
le lipopolysaccharide bactérien (LPS) alors que le TLR 9 reconnait de I’ADN riche en motif

CpG non méthylé, des motifs présents seulement chez les bactéries et les virus’. La



stimulation des cellules immunitaires innées via les TLR induit les mécanismes de défenses
antimicrobiens et permet l’activation de la réponse adaptative. La majorité¢ des cellules
infectées ou anormales sont reconnues rapidement par le systétme immunitaire inné. Les

réponses adaptative et innée collaborent ensuite afin de contrdler 1’envahisseur.

1.1.2 La réponse adaptative

La réponse adaptative est produite par deux principaux types de cellules: les
lymphocytes T (LT) et les lymphocytes B (LB). Ces lymphocytes possédent des récepteurs
variables qui vont reconnaitre spécifiquement un fragment peptidique présenté sur une
molécule du complexe majeur d histocompatibilité (CMH) pour les LT ou une protéine dans
son ¢état natif pour les LB. Les LT se différencient dans le thymus, ce qui leur a valu leur nom
(T : Thymus). Quant aux LB, ils se différencient dans la moelle osseuse. Cependant, leur nom
provient du diminutif de la bourse de Fabricius chez les oiseaux, un organe ou se produit la
maturation des LB. Puisque les LB se différencient dans la moelle osseuse (B : Bone marrow)
chez les mammiféres, la nomenclature fut conservée. Suite a I’élimination de 1’infection, des

lymphocytes mémoires vont survivre afin d’assurer la protection a long terme de 1’organisme.

1.1.2.1 Les lymphocytes B (LB)

Les LB se différencient dans la moelle osseuse a partir des progéniteurs lymphoides
communs. Grace a des réarrangements géniques, ils forment un récepteur des cellules B
(RCB) spécifique d’un antigéne (Ag). Par la suite, le LB migre dans la rate ou il poursuit sa
maturation. Le LB reconnait son Ag dans sa forme native via son RCB. Cet Ag peut étre
soluble ou présenté sur une cellule présentatrice d’antigéne (CPA) comme les macrophages,
les cellules dendritiques (CD) ou les CD folliculaires (FDC). La reconnaissance de 1’Ag induit
la signalisation via le RCB et I’internalisation du complexe Ag/BCR. L’Ag internalisé¢ est
dégradé afin d’étre présenté aux LT CD4" pour recevoir, via I’interaction CD40/CD40L, 1’aide
nécessaire a la formation des centres germinatifs ou a lieu la commutation de classe et

I’hypermutation somatique menant a la formation d’Ac de haute affinité¢*. Ce phénoméne est



appelé la coopération LT-LB°. La résultante pour les LB est la formation de plasmablastes qui
sécretent des Ac de haute affinité pour ensuite mourir par apoptose. Selon leur isotype (IgM,
IgG, IgA, IgE), ces Ac ont différentes propriétés par exemple leur localisation, leur capacité de
polymériser (monomere, dimere, pentamere), leur potentiel d’opsonisation ou leur capacité
d’activer le complément. Certains LB se différencient en plasmocytes mémoires et migrent
dans la moelle osseuse ou ils sécrétent des Ac assurant une protection durable de 1’organisme.
Des LB mémoires capables de répondre rapidement suite a une seconde exposition a leur Ag
spécifique seront formés et résideront dans les organes lymphoides secondaires®™’. Le LB
contribue aussi a la réponse immune par la sécrétion de cytokine et la présentation de I’Ag

(section 1.2.1.2).

1.1.2.2 Les lymphocytes T (LT)

Les LT sont divisés en 2 grandes familles selon le corécepteur qu’ils expriment. Les

LT CD4" expriment le corécepteur CD4" alors que les LT CD8" expriment le CDS".

1.1.2.2.1 Les lymphocytes T CD4"

Historiquement, les LT CD4" ont été appelé Ty pour T helper (auxiliaires) puisque
certains aident ou contribuent a [’activation d’autres lymphocytes lors de la réponse
immunitaire. Suite & son activation, selon les cytokines environnantes, le LT CD4" se
différencie en sous types ayant des fonctions diverses importantes autant dans 1’¢limination
des pathogénes ou des cellules tumorales que le controle de I’autoimmunité. Les principaux
types de LT CD4" identifiés a ce jour sont les Tyl, Ty2, Ty9, Tul7, Tu22, Try (follicular
helper), et Treg (régulateur) (revue dans®). Un résumé des cytokines, des facteurs de
transcription et des fonctions associées a chacun de ces types cellulaires est présenté¢ a la
figure 1 et est revu dans ®. Selon ce schéma, lors de son activation, chacun de ces types de LT
CD4" est différencié grace a I’exposition a une cytokine (ou quelques cytokines) activant une
STAT (Signal transducer and activator of transcription) par phosphorylation et induisant un

facteur de transcription maitre permettant son engagement vers un phénotype particulier. Les



différents Ty ont des fonctions qui leur sont propres mais aussi redondantes. La différenciation
des LT CD4" est complexe puisqu’elle est régulée par des mécanismes qui activent des génes
associés a une lignée tout en réprimant ceux associés aux autres phénotypes. Dans les
dernieres années, des études démontrent que plusieurs facteurs de transcription peuvent étre
exprimés simultanément dans les LT CD4". Ce serait I’expression différenticlle de ces
facteurs de transcription et I’environnement génétique global (modifications épigénétiques,
ouverture de la chromatine influengant I’accessibilité génique) qui détermineraient le choix de
différenciation. La plasticité des LT CD4" ou la stabilité des différents types et la régulation de

I’expression des facteurs de transcriptions maitres demeurent un sujet d’étude actif’.



Cytokines Cytokines Fonctions

Facteurs de transcription produites
IFNy+1L-12 S IFNy Pathogénesintracellulaires
STAT4 Autoimmunité
T-bet Inflammation
IL-4 > :::'g Parasites extracellulaires (helminthes)
STAT6 IL:1 3 Allergies —IgE
GATA-3
IL-1+IL-2+ IL4+TGFR Parasites extracellulaires
IRF4 i IL-9 Allergies - IgE
Pu.1 Autoimmunité
IL-6 +1L-23 + TGFf S :t’} 7A Pathogénes extracellulaires
STAT3 IL-2; (bactéries etchampignons)
o RORyt - Autoimmunité
Activation: Inflammation
1-antigéne
2- costimulation IL-6+TNFor o IL-22 Infectionde la peau
3- cytokines AHR Réparationdes tissus
IL-6+IL-21 IL-21 Immunité humorale
STAT3 g Aide aux cellules B folliculaires
Bcl-6
TGFB
> IL-10 | ;
STAT5 TGFp mmunosuppression
FoxP3

Figure 1. Les différents sous-types de lymphocytes T CD4". Inspiré de ®. Références:
Tl', Ti2'!, o', Tyl 7, T22'7, Tew'® et Treg!®2".

1.1.2.2.2 Les lymphocytes T CD8"

Les LT CDS8" sont aussi appelés T cytotoxiques (Tc) en raison de leur capacité de
lyser, une fois activés, les cellules présentant leur Ag spécifique. Inspiré¢ de la nomenclature
établie chez les LT CD4", des sous types de LT CD8" ont été identifiés : les Tcl, les Tc2, les

Tcl7 et les Tcreg. Les Tcl sont activés en présence d’IL-12 qui active T-bet et permet la



production d’IFN-y. Ils jouent un rdle dans I’élimination des virus, des bactéries et des
tumeurs®. Les Tc2 sont formés en présence d’IL-4 qui active le facteur de transcription
GATA-3 et ainsi la production d’IL-4*%. Quant aux Tcl7, ils se différencient en présence
d’IL-23 induisant Roryt permettant la production d’IL-17. Tout comme les Tcl, les Tcl7
jouent un réle dans I’élimination de bactéries et de virus, dans ’immunité anti-tumorale et
dans la promotion de I’inflammation”****’. Des Tcreg exprimant FoxP3 et ayant une activité
régulatrice ont aussi été identifiés chez le rat, la souris et I’humain®*>*. Par exemple, dans un
contexte de la maladie du greffon contre I’hote (GVHD, graft versus host disease)
allogénique, ces Tcreg sont induits grace au TGF[: ils sont capables d’inhiber efficacement la
réponse des LT CD8" et de diminuer la mortalité des souris™*~*. Ces différents types
cellulaires illustrent le fait qu’en fonction du contexte, le LT CDS8" fait aussi des choix de
différenciation au cours de la réponse. La stabilit¢ et la singularité du phénotype de ces
sous-types de LT CD8" restent & démontrer. La réponse des LT CDS8", qui pourrait donc étre

qualifiée de type Tcl (produisant de I’'IFN-y), sera décrite en détail dans cette these.

1.2 Les cellules présentatrices d’antigénes (CPA)

Pour que les LT naifs soient activés, ils doivent reconnaitre leur Ag spécifique et
simultanément percevoir des signaux de costimulation et d’inflammation (cytokines). Ces
signaux sont donnés par les CPA professionnelles uniquement. Les cellules dendritiques (CD),
les LB spécifiques (dont le RCB a reconnu son Ag spécifique) et les monocytes/macrophages
sont reconnus comme tels” . Cependant, il est maintenant démontré que d’autres types de
cellules peuvent agir comme CPA notamment les LB activés via le CD40 (CD40-B) et les
neutrophiles***. Afin de fournir les signaux requis pour I’activation des LT, les CPA

professionnelles possédent les caractéristiques suivantes:
- L’expression des molécules de classe I et II du CMH

- La capacité d’acquérir les Ag exogenes par des mécanismes actifs, par example la

phagocytose, la pinocytose ou I’endocytose médiée par les récepteurs

- L’expression des molécules de costimulation suite a leur activation



- Lasécrétion de cytokines suite a leur activation

- L’expression de PRR (des TLR, des NLR (NOD-like receptor) ou des récepteurs

RIG-1 (retinoic-acid-inducible gene 1) pour détecter les signaux danger™.

L’acquisition des Ag exogenes par les différents types de CPA variera en fonctions des
récepteurs qu’ils expriment et de leurs différences biologiques. La présentation de I’Ag par les

CD et les LB sera abordée plus spécifiquement dans leurs sections respectives.

1.2.1 La présentation antigénique

Pour étre activés, les LT CD8" et CD4" doivent reconnaitre leur Ag spécifique présenté
par une molécule du CMH 4 la surface d’une CPA. Les LT CDS8" interagissent avec le CMH
de classe I (CMH I) alors que les LT CD4" interagissent avec le CMH de classe II (CMH 1I).
Les CMH I et II ont des structures physiques différentes influencant les peptides qu’ils
présentent. Le CMH I est composé d’une chaine transmembranaire, encodée par le locus du
CMH, associée a une sous unité non polymorphique nommée [,-microglobuline. Le sillon
présentant le peptide est fermé aux extrémités, ce qui limite la taille des peptides présentés a 8-
9 acides aminés (a.a). Le CMH II est composé¢ de deux chaines transmembranaires
polymorphiques, o et 3, aussi encodées sur le locus du CMH. Grace a un sillon ouvert, le
CMH II peut présenter des peptides dont la longueur varie entre 10 et 20 a.a.. Les peptides se
lient aux différents CMH grace a I’interaction avec des a.a. conservés au sein des sillons

formés par les domaines a1 et 02 pour le CMH I ou ol et B1 pour le CMH IT**.

1.2.1.1 La présentation par le CMH I

Le CMH I présente des peptides qui sont générés par le protéasome, un complexe de
protéases multicatalytiques, qui dégrade les protéines de fagon ubiquitine dépendante au
niveau du cytosol. Le protéasome est composé de sous-unités o et B qui forment un baril

composé de 4 anneaux comportant 7 sous-unités chacun. Certaines de ces sous-unités (B1, 32
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et B5) peuvent étre remplacées par d’autres sous-unités (low molecular weight protein (LMP)
2 et 7 ainsi que MECL-1) induites par I’'IFN-y, une cytokine inflammatoire transformant le

protéasome conventionnel en immunoprotéasome**.

L’immunoprotéasome a pour
particularit¢ de modifier la quantité, la qualité et la variété des peptides produits optimisant la
présentation des Ag aux LT CDS8" lors d’infection. En effet, I'immunoprotéasome ne clive pas
les protéines aux mémes endroits modifiant 1’hydrophobicité, la polarité et le volume des
peptides produits. En bref, le protéasome et I’immunoprotéasome ne génerent pas les mémes

peptides et influencent donc les épitopes pouvant étre reconnus par les LT CD8" 434,

La présentation antigénique dite classique permet la présentation de peptides issus de
protéines nouvellement synthétisées, provenant du cytosol, du noyau ou de la mitochondrie et
étant dégradées directement au cytosol pour ensuite Etre transportées dans le réticulum
endoplasmique (RE) pour leur présentation sur les CMH I (Figure 2). L’entrée dans le RE est
un processus actif dépendant de la protéine TAP (transporter of antigen-processing). Une fois
dans le RE, les peptides sont clivés en N-terminal par des protéases ERAAP (ER-associated
aminopeptidases) puis chargés sur les CMH I en formation a 1’aide de différentes chaperonnes
dont la Tapasine et sont transportés a la surface cellulaire par la voie de sécrétion classique
afin d’étre présentés’’. Le CMH I présente donc principalement des Ag issus de virus/bactéries

cytosoliques ou de cellules tumorales.

I1 existe aussi la présentation croisée qui permet de présenter sur le CMH I des peptides
acquis par la voie endocytique ou lors de la phagocytose (Figure 2). Pour ce faire, deux
modeles existent : la voie vacuolaire et la voie cytosolique. Dans la voie vacuolaire, les Ag
seraient chargés directement sur les CMH I dans les endosomes et les phagosomes. Les
CMHI se retrouveraient dans ces compartiments suite au recyclage de la membrane
plasmique et le chargement des Ag y serait indépendant du protéasome. La voie cytosolique
implique que les peptides exogenes doivent étre redirigés au cytosol (par un mécanisme
encore mal défini) afin d’étre dégradé par le protéasome et ensuite chargés sur les CMH 1

comme les Ag issus de la présentation classique. A ce jour, les mécanismes permettant la



présentation croisée demeurent incomplets. Ce type de présentation est trés important puisque
sans lui, les CPA, étant rarement infectées directement par les bactéries ou les virus, ne

pourraient pas présenter ces peptides antigéniques aux LT CD8" +7*,

Dans le cadre de cette theése, des immunisations avec des CD ou des CD40-B chargés
avec un peptide de 1’ovalbumine (OVAjs7.264, SIINFEKL) sont réalisées. Lors de ce type de
chargement, le peptide OVA déplace certains peptides présents sur les CMH I a la surface des
CPA pour étre présenté a son tour. Des infections par injection intraveineuse de la bactérie
Listeria monocytogenes exprimant OVA (Lm-OVA) sont aussi réalisées. Les bactéries se
retrouvent alors principalement dans la rate et le foie ou elles sont phagocytées par les
neutrophiles et les macrophages qui détruisent les bactéries grace a la production de NOS et
ROS (nitrogen and reactive oxygen species) °*>%. Les CD sont, quant  elles responsables, de

I’activation de la réponse adaptative *>*

. Dans le cas ou les CD ne sont pas directement
infectées, elles présenteront les Ag de Lm grace la présentation croisée. Toutefois, la bactérie
Lm peut infecter quasi tout les types de cellules ou son entrée se fait grace a I’interaction des
récepteurs tyrosine kinase Met via son internaline B. Une fois dans la cellule, Lm se situe dans
les phagosome d’ou elle s’échappera vers le cytosol grace a ’expression de la listeriolysin O
(LLO) qui y formera des pores avant sa fusion avec le lysosome qui provoquerait sa
destruction®~°. Alors, si des CD ou d’autres CPA sont infectées par Lm, elles peuvent

présenter des Ag sur leur CMH I aux LT CDS8" via la voie classique.

1.2.1.2 La présentation par le CMH I1

Le CMH II présente des peptides extracellulaires acquis via I’endocytose (Figure 2).
Pour ce faire, les peptides sont chargés sur des CMH II lors de leur dégradation dans la voie
endolysosomale. Le CMH II est formé au sein du RE ou il s’associe constitutivement avec la
chaine invariante (li) qui prévient le chargement prématuré de peptide et permet le transport
vers les endosomes. Au sein des endosomes tardifs aussi nommés MHC Il containing
compartment (MIIC), 1i est dégradé pour laissé seulement le peptide CLIP dans le sillon du

CMH II. Simultanément, les peptides extracellulaires sont dégradés par différentes protéases.
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La protéine HLA-DM permet 1’échange de CLIP contre ces peptides exogeénes qui seront

transportés sur le CMH II jusqu’a la surface cellulaire pour étre présentés aux LT CD4 ™%,
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Figure 2. La présentation de I’Ag par le CMH I et le CMH II. Présentation classique
par le CMH I (a), par le CMH II (b) et présentation croisée par le CMH I (c). Reproduit avec

la permission de Macmillan Publishers Ltd : Nature Immunology *°, ©2001.

1.2.2 Les CPA et 'immunothérapie du cancer

Les cellules normales qui se différencient en cellules tumorales, suite a différents
dommages a leur ADN, acquierent progressivement différentes propriétés (figure 3) (revue
dans °7). Premiérement, les cellules acquiérent une capacité de proliférer infinie grace a un
signal de prolifération soutenu. Pour ce faire, les cellules peuvent produire elles-mémes des
facteurs de croissances, augmenter 1’expression des récepteurs des facteurs de croissance ou
activer constitutivement les voies en aval de ces récepteurs. Deuxiemement, les cellules
deviennent insensibles aux mécanismes de suppression de la croissance cellulaire telle
I’inhibition de contact. Troisiémement, les cellules deviennent insensibles a 1’apoptose grace a

I’inhibition de géne suppresseur de tumeur comme p53, & 1’augmentation de geénes anti-
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apoptotiques (Bcl-2, Bcl-Xp), a la diminution de 1’expression de géne pro-apoptotiques (Bax,
Bim, Puma) ou a la résistance aux signaux de mort extrinseques (FAS/FASL).
Quatriémement, afin de réponse a leur demande ¢élevée en nutriment et en énergie, les cellules
vont induire 1’angiogénése. En raison de I’environnement hypoxique, les cellules tumorales ou
des cellules immunitaires les infiltrant vont produire des facteurs pro-angiogéniques tel le
VEGF. Cinquiemement, les cellules deviennent immortelles c’est-a-dire qu’elles peuvent se
diviser indéfiniment. Généralement, aprés un certain nombre de division, une cellule devient
sénescente. L’¢érosion des télomeres est impliquée dans ce phénomene mais, les cellules
tumorales ont une télomérase active les protégeant de la sénescence. Sixiémement, les cellules
acquilrent la capacité de migrer hors de leur tissus d’origine afin d’envahir de nouveaux tissus
créant ainsi des métastases. Septiemement, les cellules tumorales doivent échapper a la
reconnaissance du systéme immunitaire. Par exemple, certaines tumeurs diminuent
I’expression des CMH I, leur permettant de passer inapercues. D’autres tumeurs expriment des
ligands qui induiront I’apoptose (FasL) des LT ou encore leur inactivation (PD-L1). (revue

dans 7).

Signal de prolifération
soutenu

Insensibilité aux mécanismes
d’inhibition de croissance
Evasion du systéme
immunitaire

Capacité d’invasion I

Résistance a
I’apoptose

Induction de

I’angiogénése et de métastase

I Immortalité I

Figure 3. Les propriétés des cellules tumorales. Modifié de >
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Grace a leurs caractéristiques, les CPA ont, entre autres, comme fonction d’activer les
LT CD4" et CD8". Cette propriété leur permet d’étre utilisés en vaccination thérapeutique afin
d’activer les LT envers des Ag tumoraux. La vaccination thérapeutique pourrait faire parti des
traitements d’immunothérapie offerts contre les cancers. Au niveau des LT CD8", capables
d’¢liminer des cellules tumorales, les objectifs de la vaccination sont (1) d’activer les LTn
CD8", (2) de réactiver les LT CD8" épuisés et (3) de générer des LTm CD8" qui permettront
la protection a long terme de 1’organisme®®. A ce jour, les CD sont les seules CPA utilisées
pour la vaccination thérapeutique chez 1’humain. Cependant, les CD et leurs progéniteurs
constituent une faible proportion du sang périphérique humain, alors que les LB y sont
présents en plus grand nombre. De plus, les CD proliférent peu en culture in vitro, rendant leur
expansion difficile’. Pour cette raison, il est pertinent de développer une nouvelle source de
CPA : les LB activés via le CD40L (CD40-B). Il serait tentant d’utiliser les LB spécifiques de
I’Ag comme CPA, cependant leur rareté ne permettra pas d’obtenir une quantité de cellules
assez importante pour une immunisation efficace dans ce contexte. De plus, il n’est pas certain
que I’Ag reconnu par les LB spécifiques permettrait de générer les épitopes optimaux pour
I’activation des LT réactifs envers les Ag tumoraux. En raison de leur potentiel d’utilisation en
immunothérapie, les prochaines sections aborderont la présentation de I’Ag par les CD et les

CDA40-B.

1.2.3 Les cellules dendritiques

Les CD ont été identifiées par Ralph Steinman dans les années 1970 ce qui lui a valu
I’attribution du prix Nobel de médecine en 2011. Elles ont ét¢ nommées ainsi en raison de leur
morphologie comportant des dendrites caractéristiques. En absence d’infection, les CD se
retrouvent dans les tissus non lymphoides et la zone marginale de la rate ayant ainsi accés aux
Ag tissulaires et circulant dans le sang. La CD échantillonne constamment son environnement
par la phagocytose, la macropinocytose constitutive ou 1’endocytose médiée par les récepteurs.
Lorsque la CD reconnait des signaux danger dans son environnement, via ses PRR, elle
entame un processus de maturation qui induit plusieurs changements : la diminution de la

capture d’Ag dans son environnement, [’acidification des lysosomes pour favoriser la
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dégradation des Ag, I’augmentation de I’expression des CMH I et II ainsi que des molécules
de costimulation, la sécrétion des cytokines et 1’expression des récepteurs de chimiokines afin
de guider sa migration aux organes lymphoides secondaires ou elle active les LT**®. Les CD
ont aussi la capacité¢ de présenter des Ag exogenes sur les CMH 1 grace a la présentation

croisée®!

et des Ag cytosoliques sur les CMH II grice & 1’autophagie® augmentant leur
probabilité d’activer les LT CD4" et CD8". L’ensemble de ces caractéristiques confére aux CD
une capacité supérieure d‘activation des LT. Des études de MLR (mixed leucocyte reaction)
réalisées en 1978 ont démontré que les CD avaient un potentiel d’activation des LT, mesuré
par leur prolifération, supérieur aux autres types de cellules pouvant étre isolées a 1’époque

(LT, LB et macrophages)’’*

. Dés lors, les CD furent considérées comme les meilleures CPA.
L’élimination des cellules CD11c¢" a 1’aide de souris CD11c-DTR (Diphteria toxin receptor)
aboli la réponse des LT CD8" contre Lm’?, Plasmodium yoelii’>* ou LCMV ®  démontrant le
role des CD dans I’activation de la réponse des LT CDS8". En activant les LT, les CD font le
pont entre I’immunité innée et acquise. Chez la souris, les principaux types de CD sont les CD
classiques (CDc), les CD plasmacytoides (CDp), les cellules de Langerhans (CL) et les CD
inflammatoires. La classification des CD se fait en fonction de leurs précurseurs, de leur
localisation anatomique et de leur fonction®. L’humain posséde aussi une panoplie de CD

, T . . , e 65-6
classées de fagon similaire mais selon I’expression de molécules de surface différentes® .

1.2.3.1 Les CD dérivées de 1a moelle osseuse

Afin d’¢étudier les fonctions des CD dans 1’activation des LT murins, les CD dérivées
de la moelle osseuse ont beaucoup été utilisées. Ces CD sont cultivées a partir de la moelle
osseuse de souris mise en culture avec du GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor) et de I'IL-4 (BMDC)®. Cette technique de culture produit des CD qui
dérivent des monocytes, qui ont un phénotype inflammatoire CD11¢'CD11b'B220", qui sont
capables de présentation croisée, qui expriment des molécules de costimulation, qui sécretent
des cytokines (IL-12 (interleukin-12), IL-10, CCL2, TNF-o (tumor necrosis factor-o.)), du NO
(nitric oxide))*>® et qui ne contiennent pas de CDp’’. En raison de leur production de TNF-o

et de NO, ces CD ressemblent 4 des CD Tip (TNF-and iNOS-producing)®®”". Chez I’humain,
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les cellules du sang périphérique sont aussi incubées avec du GM-CSF et de I'IL-4, afin
d’obtenir des CD dérivant des monocytes’>. D’autres types de CD peuvent étre différenciées in
vitro. La culture de la moelle osseuse avec du FLT3L permet d’obtenir des CDc et des
CDp”*"™. Ces CDc générées in vitro différent des BMDC, car elles sécrétent de I’'IL-12, mais

trés peu d’IL-10, de CCL2, de TNF-o et de NO®.

En présence d’une infection, des CD inflammatoires sont identifiables de fagon
transitoire. Ces CD inflammatoires sont issues de la différenciation des monocytes et
nommées mo-CD (monocytes derived DCs)”. De fagon journaliére, les monocytes sortent de
la moelle osseuse par un mécanisme dépendant de CCR2 et migrent aux tissus enflammés, s’il
y a lieu, grace a I’expression des récepteurs de chimiokines CCR1 et CCRS, attirés par
I’expression de CCL3 et CCL57®. Une fois dans le tissu, ces monocytes peuvent se différencier
en macrophages inflammatoires ou en CD inflammatoires, c’est-a-dire en CD Tip et en CD
exprimant DC-SIGN">"®. Les CD inflammatoires expriment CD11b, CD11c¢™, CMH 1 et
CMH I1""77"®, En raison de leur origine et de leur phénotype, les CD générées par la culture
de moelle osseuse ou de sang périphérique avec du GM-CSF et de I’'IL-4 s’apparentent aux

mo-CD.

1.2.3.2 La vaccination avec les CD

Depuis la fin des années 1990, plusieurs vaccins utilisant les CD ont été développés.
Les CD présentent un intérét particulier en raison de leur activation efficace des LT. Les
premieres ¢tudes cliniques ont utilisé des CD différenciées ex vivo a partir de monocytes ou de
progéniteurs CD34" cultivés en présence de GM-CSF avec ou sans IL-4, FLT-3 et TNF"®!,
Malheureusement, les bénéfices cliniques, définis par une diminution de la grosseur globale
des tumeur de 50 %, ’absence de croissance d’une 1ésion de plus de 25 % et I’absence de
nouvelle 1ésion, furent trés limités (7 % des patients)®'. L’inefficacité de ces vaccins a été
attribuée a 1’état immature des CD. En effet, sans reconnaissance d’un signal danger, les CD
ne peuvent pas fournir les signaux de costimulation et sécréter les cytokines requises pour

’activation optimale des LT. Apres 2004, les vaccins avec les CD ont donc introduit I’ajout de
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ligands des TLR lors de la culture de CD ou des adjuvants lors de I’immunisation®*****. De

plus, des Ag ont été ciblés directement vers les CD in vivo grace a un couplage avec un Ac
anti-lectine (DC-SIGN, DCIR, CLEC9A ou Langerin), afin d’induire I’endocytose par les CD
endogénes et la présentation de cet Ag**™. En plus de la facon dont les CD sont générées,
plusieurs autres variantes sont présentes dans ces études, comme la technique de chargement
des Ag (chargement avec des protéines, des peptides, des lysats cellulaires ou par transfection
d’ARN), la voie d’immunisation (sous-cutanée, intra-dermale, intra-veineuse, intra-nodale),
les quantités de CD injectées et le moment de I’injection®. Toutes ces variantes font que les
vaccins a base de CD sont tres hétérogeénes. Tous ces facteurs peuvent influencer la réponse et
contribuer a I’inefficacité observée. Le manque de costimulation et le manque d’aide CD4

. . \ . . +
peuvent aussi nuire a I’activation des LT CD8" **®.

Malgré tout, certains vaccins ciblant les CD, utilisant des CD stimulées ou
différenciées ex vivo sont toujours a I’étude. Ils présentent des thérapies potentielles pour
traiter des cancers tels que les mélanomes, les cancers de la prostate, du rein ou du cerveau.
Certains résultats sont encourageants. Par exemple, des CDp directement isolées dans le sang
des patients ont été chargées avec des peptides de mélanomes et injectées directement dans un
ganglion chez 15 patients ayant des mélanomes métastatiques de stade IV. Ces patients ont
développé une réponse T CD4" et CD8™*°. Des études en phase III sont en cours avec des
mo-CD générées in vitro. Par exemple, suite a la chirurgie de tumeur du cerveau nouvellement
diagnostiquées, les mo-CD chargées avec des lysats de tumeur sont injectées en combinaison
avec la radiothérapie et la chimiothérapie (NCT00045968, Northwest Therapeutics). L’ intérét
envers les CD est donc toujours présent. Cependant, il ne faut pas oublier qu’en plus d’activer
le systétme immunitaire, il faut contrer les mécanismes d’immunosuppression des cellules
cancéreuses. L’inefficacité de I’immunisation avec les CD ne réside pas seulement dans leur

propriété de CPA mais aussi dans la réceptivité des LT.
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1.2.4 Les lymphocytes B

Les LB, ayant reconnu leur Ag spécifique ou non, posseédent les caractéristiques
requises afin d’étre des CPA efficaces. En effet, les LB expriment les CMH de classe I et 11
leur permettant de présenter des Ag aux LT CD8" et CD4". L’acquisition des Ag exogénes ne
se fait pas seulement par I’entremise d’une reconnaissance via le RCB puisque suite a
I’exposition a des protéines solubles, qui ne leur sont pas spécifiques, les LB en expriment des
fragments peptidiques sur leur CMH II’'*%. Finalement, les LB expriment les TLR 1 a 9%, ce
qui leur permet d’augmenter I’expression des molécules de costimulation et de sécréter des

cytokines (IL-6, IL-12, IFN-y et IL-10), suite & I’exposition & différents signaux danger’>".

1.2.4.1 L’influence des LB sur la réponse des LT

Lors d’une réponse immune, le role des LB dans I’activation des LT CD4" et CDS" est
mis en évidence par leur délétion. L’absence de LB chez la souris peut affecter I’expansion, la
génération de LTe et de LTm CDS8" ainsi que leur fonctionnalité. Par exemple, I’infection de
souris UM™" (absence de LB matures) avec Lm ou LCMV n’affecte pas 1’expansion des LT
CDS8" mais augmente leur contraction diminuant la génération de LTm’*"’. De plus, suite a
une infection LCMV de souris uM'/', une diminution de la fonctionnalité (sécrétion cytokine et
contrdle d’une seconde infection) des LTm CD8" est observée”™”. L’absence de LB diminue
aussi 1’expansion des LTe CD4', leur fonctionnalité (sécrétion cytokine) ainsi que la

799100 1] est possible que I’effet sur la fonctionnalité des LTm CDS”

génération de mémoires
en absence de LB soit causé par I’absence d’aide CD4'"'. L’absence totale de LB perturbe
I’architecture des tissus lymphoides mais il est peu probable que cela soit responsable de tout
les phénotypes observés' . En effet, une délétion transitoire des LB chez la souris adulte grice
a ’administration d’un Ac anti-CD20 a diminué 1’expansion et la sécrétion de cytokine chez
les LT CD4" et CD8" suite & I’inoculation sous-cutanée de tumeur de mélanome BI16.
Conséquemment, la capacité des souris sans LB a controler cette tumeur est diminuée'”. Une
étude trés récente, utilisant aussi I’Ac anti-CD20 dans un modéle d’infection avec influenza a

montré que 1’absence de LB n’affecte pas I’expansion des LTe CD8" mais accélére leur

contraction pour finalement générer le méme nombre de LTm. De plus, 1’expansion
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secondaire des LTm générés en absence de LB est diminuée. Dans ce modele, la présence
d’Ac spécifiques envers le virus et ayant subit la commutation de classe est requise pour
prévenir la contraction prématurée des LT CD8". Grace & leurs récepteurs Fcy, les CD peuvent
lier les complexes immuns (IgG — Ag spécifiques) pour ensuite les internaliser et présenter
’Ag aux LT CD8" sur une période de temps accrue (méme aprés 1’élimination du virus)
diminuant la vitesse de leur contraction et contribuant a la génération de LTm fonctionnels'**.
Cette ¢étude identifie un mécanisme, dépendant de la production d’Ac, permettant aux LB
d’influencer la réponse des LT. Cependant, cette étude démontre aussi que la dépendance des
LT CDS8" envers les LB varie en fonction de leur spécificité. En effet, suite a 1’infection avec
influenza. I’expansion et la contraction des LT CD8" spécifiques de la polymérase est
indépendant des LB alors que la contraction des LT CD8" spécifiques de la nucléoprotéine est

plus rapide en absence de LB'".

Les ¢études présentées dans le paragraphe précédent ne permettent pas de démontrer
une fonction de présentation de I’Ag des LB pour influencer la réponse des LT. Grace a deux
modeles ou seuls les LB expriment ou non le CMH II, une capacité de présentation
antigénique des LB aux LT CD4" a été démontrée in vivo. D’abord, des chiméres
hématopoiétiques ou seul les LB n’expriment pas le CMH II et ne peuvent donc pas présenter
d’Ag aux LT CD4" ont été générées. Des LT OT-II (LT CD4" dont le TCR reconnait un
peptide de I’ovalbumine (OVAjz3.330, ISQAVHAAHAEINEAGR) présenté par le CMH I-Ab)
ont été transférés dans ces chiméres qui ont ensuite ét¢ immunisées avec DNP-OVA/alum. En
absence de présentation de I’Ag par les LB, ’expansion des LT OT-II est diminué¢e de méme
que leur sécrétion de cytokines (surtout I’IL-4). L’ajout de LB exprimant le CMH II restaure
I’expansion des LT OT-II démontrant un rdle de présentation de ’Ag par les LB aux LT
CD4"'%. Dans ce systéme, la présence de I’alum, un adjuvant, active probablement les LB qui
exprimeront les molécules de costimulation et sécréteront les cytokines requises pour
’activation des LT CD4". Plus récemment, dans un modéle d’induction de I’EAE, il a été
démontré que les LB jouent un réle limité dans I’activation et I’expansion des LT CD4". Pour
ce faire, des LT CD4" spécifiques du peptide MOGss.ss (myeline oligodendrocyte

glycoprotein) ont été transférés dans des souris ou seuls les LB expriment le CMH II donc sont
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les seuls a pouvoir présenter ’Ag. Ces souris ont ensuite ét¢é immunisées avec le peptide
MOGssss ou la protéine MOG en combinaison avec du CpG-DNA pour induire
I’inflammation'®*'”’. Comparativement aux souris sauvage, la prolifération des LT CD4"
spécifiques envers MOGss.ss est diminuée lorsque seul les LB expriment le CMH II.
Cependant, la prolifération est plus importante qu’en absence complete du CMH II indiquant
que les LB activent les LT CD4" in vivo mais que d’autres CPA doivent aussi présenter I’'Ag
pour une expansion maximale. Cette activation par les LB seuls n’est pas optimale puisqu’elle
induit une production plus faible de cytokines (IFNY, IL-2, IL-17) par les LT CD4" activés que
I’activation chez les souris sauvage. En accord avec une diminution de I’expansion et de la
fonctionnalité des LT CD4", la présentation uniquement par les LB ne permet d’induire
’EAE'”. Malgré I’induction d’une activation sous-optimale, cette étude démontre que les LB
peuvent présenter I’Ag aux LT CD4". 1l est concevable que le LB présente ’Ag au LT CD4"
pour Dactiver puisqu’en retour le LB peut recevoir du LT CD4" les signaux requis afin
d’induire la commutation de classe et ’hypermutation sommatique. Méme si la présentation
antigénique n’est pas la fonction premiere des LB in vivo lors d’une réponse immune, cela

n’exclu pas la possibilité de les activer et de les modifier afin d’accentuer cette fonction.

1.2.4.2 Les LB activés via le CD40 (CD40-B)

Les CD40-B ont été¢ identifiés comme une source alternative de CPA pour
I’immunothérapie du cancer™. Les CD40-B présentent un intérét particulier puisqu’ils peuvent
étre générés en grande quantité. A partir d’une leukaphérése, 10° LB issus du sang
périphérique peuvent générer 10" CD40-B en 2 semaines de culture in vitro. La culture peut
étre poursuivie jusqu’a 60 jours, ce qui permet de poursuivre 1’amplification tout en
maintenant la capacité de présentation des CD40-B*"'%!% Ces CD40-B expriment aussi
CD62L, CCR7, CXCR4, LFA-1 et CD11a/CD18, leur permettant de migrer au ganglion ainsi
que dans la rate '%°. Des essais de migration en puits ont montré que les CD40-B migrent vers
le CCL21 (ligand CCR7) et le CXCLI12 (ligand CXCR4)'”, des ligands importants pour la

110

localisation aux organes lymphoides secondaires, et qu’ils ont la capacité d’attirer les LT .

Dans des essais in vitro, les CD40-B maintiennent leur capacité de présentation de I’Ag méme
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en présence d’IL-10, de TGF-B, de VEGF ou de PGE E2 (prostaglandine), des molécules

. . . . 111,112
immunosuppressives présentes dans I’environnement tumoral .

La capacité¢ de présentation de I’Ag des CD40-B a aussi été caractérisée. Il a été
observé que la maturation des LB via la liaison du CD40 (CD40-B), sans liaison de leur BCR,
augmentent leur expression des CMH I et II et des molécules de costimulation CD80 et
CD86>>'" ainsi que leur efficacité de présentation des Ag, mesurée par I’induction de la
prolifération des LT CD4" ou CD8">!!*. De plus, la présentation croisée par les CD40-B a été
observé suite a I’exposition a des Ag contenu dans des VLP (virus-like particles)'>''®. Les
CD40-B peuvent aussi induire 1’activation des LT CD8" in vivo. En effet, I’immunisation de
souris avec des CD40-B chargés avec un peptide du virus LCMV (GP33) active directement les
LT CDS8" spécifiques de GPs3 in vivo, augmentant la capacité des LTe & controler une tumeur

113

exprimant ce peptide ~. Dans ce modéle d’immunisation, la maturation des LB avec

seulement le LPS ne permet pas le contréle de la tumeur, en accord avec les résultats obtenus

par différents groupes'' %

. L’activation via le CD40 est donc nécessaire pour la formation de
LB ayant une bonne capacité de présentation de I’Ag. L’immunisation de souris avec des
CD40-B, chargés avec le peptide OVA, génére aussi une réponse CD8" mémoire capable de
diminuer la charge bactérienne suite a une infection avec Lm-OVA''. Cependant, suite a
I’immunisation avec les CD40-B, la réponse des LT CD8" in vivo a peu été caractérisée. Le

tableau 1 résume les caractéristiques des CD40-B et des CD associées a leur fonction de CPA.

19



Propriétés CD CD40-B

Acquisition d’Ag exogénes Oui*”?! Oui’'*?
Présentation croisée Oui*®*! Oui''>!1®
o rins x 35,122 35,113
Possibilité de les charger avec un peptide Oui™ Oui™

: : s :35,95,12 - 113,12
Augmentation de I’expression des CMH I et II suite a Oui*™?>1#  Qyi*>?9> 1318

I’activation via le CD40 et/ou les TLR

Augmentation de I’expression des molécules de Oui*™'?  Qui?>»*H!131%

costimulation (CD80/CD86) suite a ’activation via le
CD40 et/ou les TLR
Sécrétion de cytokines suite a leur activation via le CD40  Oui®**'# O

et/ou les TLR

:93,12
u193, 3

Tableau 1. Les propriétés des CD et des CD40-B associées a leur fonction de CPA.

Puisque I'intérét envers les CD40-B provient de leur potentiel en tant que CPA pour
I’immunothérapie du cancer, plusieurs groupes ont voulu comparer leur potentiel d’activation
des LT a celui des CD. Malgré une capacité a induire la prolifération des LT CD4" et CD8",
les CD40-B spécifiques d’un Ag demeurent plus efficaces pour induire la prolifération des LT
que les CD40-B non spécifiques®, puisque leur capacité d’activation de LT peut égaler celle
des BMDC in vitro>. Un autre groupe a comparé la capacité des CD40-B et des BMDC, tous
deux transfectés avec la protéine OVA, a activer des LT OT-1 in vitro (quantifiée par la
production d’IL-2 et d’IFN-y). Les CD40-B activent peu les LT OT-1, alors que la maturation
avec du CpG-DNA ou du LPS, des signaux danger, augmente leur capacité d’activation in
vitro, n’atteignant toutefois pas celle des BMDC. Pour augmenter leur capacité d’activation,
des CD40-B maturés au CpG-DNA sont cotransfectés avec des ARN codant pour OX40L, 4-
I1BBL, IL-12p35, IL-12p40 et OVA (CD40-B modifiés). In vitro, ’activation des LT OT-1 par
ces CD40-B modifiés permet de générer une activité cytotoxique similaire a I’activation avec
des BMDC'®. Cependant, I’immunisation de souris avec ces CD40-B modifiés ne permet pas

de générer des LTe capables de cytolyse’?. En fait, seulement la capacité des LTe a lyser des
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cellules présentant OVA est mesurée, il n’est donc pas possible de déterminer si les LTe sont
présents, avec un défaut de fonctionnalité, ou absents. Cette derniére étude démontre toutefois
qu’il est possible de modifier les CD40-B pour augmenter leur efficacité de présentation de
’Ag, mais elle ne quantifie pas leur potentiel d’activation des LT CDS8" in vivo. Malgré
I’induction d’une réponse effectrice sous-optimale par les CD40-B, leur études en tant que
CPA demeure pertinente car il sera certainement possible d’optimiser un protocole de
maturation des CD40-B ou de les modifier afin d’accroitre leur capacité d’activation des LT
CDS8" et ainsi augmenter la quantité et la fonctionnalité des effecteurs générés. De plus, le
nombre important de CD40-B pouvant étre générés pourrait compenser pour leur capacité de

présentation antigénique plus faible.

Il est aussi possible de générer des CD40-B humains capables d’activer des LT CD4"
et des LT CDS8" allogéniques aussi efficacement que des CD issues du sang périphérique. Ces
LT CD4" et CD8" activés produisent de I'IFN-y, mais pas d’IL-10%. De plus, des LT CDS8"
ayant une activité cytotoxique ont pu étre générés in vitro a ’aide de CD40-B chargés avec un

1*°. D’autres équipes sont

peptide de mélanome (Tyrosinaseseo-377) présenté sur le HLA-A*020
parvenues & activer in vitro des LT CDS8" autologues, pour induire leur activité cytolytique
grace a leur coculture avec des CD40-B humains chargés avec des peptides ou transfectés avec
des ARN de différents Ag viraux et tumoraux'**'**

des CD40-B humains activent aussi des LT CD4" issus de PBMC (peripheral blood

. Le chargement de lysats de mélanome sur

mononuclear cell) autologues contre certains Ag spécifiques du mélanome’”. Contrastant avec
ces études, une équipe a démontré que des CD40-B humains permettaient, in vitro, une
induction et une expansion plus grandes de Treg allogéniques que des CD immatures'*°. Cette
expansion nécessite un contact cellulaire via le CMH et le CD80/CD86, ainsi qu’un signal via
I"TL-2"?°. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que leurs CD40-B expriment CD80, mais peu de
CD83 et de CD86. De plus, leurs CD40-B meurent rapidement lors des cultures in vitro, les

empéchant possiblement d’activer les LT.
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Un facteur pouvant influencer le phénotype des CD40-B est la force du signal transmis
par le CD40. D’abord, la dose du signal via CD40 influence différemment 1’activation des LB
naifs et mémoires chez I"humain'*""'*. Ensuite, pour un signal optimal, les récepteurs doivent
former un trimére'*’. La force du signal CD40 agirait comme un rhéostat pour moduler
I’activation et la différenciation des LB. Les différents sites de liaison des différents Ac
anti-CD40 liant différents épitopes peuvent aussi influencer le signal transmis'>"'*?. Or, les
CD40-B sont générés selon des protocoles variables utilisant soit la stimulation par un Ac

2LI3 un Ac anti-CD40 trimérique’'**, des fibroblastes exprimant le

113

anti-CD40 monomérique
CD40L>>*12#12¢ oy des extraits de membrane cellulaire contenant CD40L'". Un groupe a
méme cryopréservé les CD40-B avant de les utiliser comme CPA'?°. Les variations dans la
capacité des CD40-B a activer les LT pourraient certainement provenir des techniques de
culture. Par exemple, les CD40-B qui induisent des Treg sont obtenus par stimulation sur des
fibroblastes exprimant le CD40L puis cryopréservés avant d’étre utilisés comme CPA'*°. 11 est
donc possible que la congélation affecte 1’expression de différentes molécules de surface et la
capacité de sécréter des cytokines. De plus, les CD40-B obtenus par 1’activation avec un Ac
anti-CD40 monomérique requicrent 1’ajout de LPS ou de CpG-DNA afin d’augmenter leur
capacité de présentation de I’Ac'®. Cette technique produit probablement un signal via le
CD40 sous-optimal, les résultats obtenus ne donc sont pas nécessairement applicables aux

CD40-B générés suite a ’activation avec des anti-CD40 trimériques ou des fibroblastes

exprimant le CD40L.

1.2.4.3 La vaccination avec les CD40-B

Au cours des derniéres années, des résultats intéressants ont été obtenus en utilisant les
CD40-B dans un modéle d’activation de LT humains in vitro et dans un modéle canin.
D’abord, la transfection des CD40-B avec des ARN permet d’activer une réponse des LT
CD8". Des CD40-B ou des CD (dérivées des monocytes in vitro) obtenus a partir d’un méme
individu, ont été transfectés avec des ARN d’un épitope du virus de la grippe, restreint au
HLA-A2, et ont chacun activé des LT CD8" autologues in vitro. Ces LT CDS8" sont

fonctionnels puisqu’ils sécrétent de I'TFN-y et ont une activité cytotoxique’”. Des LT CDS8"
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isolés du sang périphérique humains ont aussi été activés in vitro avec des CD40-B transfectés

avec des ARN totaux de cellules HepG2, une lignée de carcinome hépatocellulaire'>.

Chez des chiens ayant un lymphome, la vaccination avec des CD40-B transfectés avec
des ARN de tumeur autologue a permis d’augmenter la survie suite a une rechute. Les chiens
ayant un lymphome ont été traités avec le traitement de chimiothérapies et, une fois en
rémission, vaccinés ou non avec les CD40-B. Parmi ces chiens, ceux qui avaient recu un
vaccin CD40-B, plus de chiens ont survécu a long terme '**. Les CD40-B pourraient aussi étre
utilisés afin d’identifier les épitopes des Ag tumoraux'>> et d’amplifier des LT spécifiques de
ces épitopes'*®. Le potentiel des CD40-B est donc bien réel et ne se limite pasa
I’immunisation comme telle. Cependant, d’autres études sont requises afin de mieux

caractériser la réponse induite par I’immunisation avec les CD40-B in vivo.

1.3 La réponse effectrice et mémoire des LT CD8"

Suite a la reconnaissance de son Ag spécifique sur une CPA, la réponse primaire du LT
CD8" est déclenchée et peut se diviser en trois phases: I’expansion, la contraction et la
mémoire. L’activation du LT naif (LTn) CD8" induit une multitude de changements
(molécules de surface, facteurs de transcription, métabolisme) qui permettent la prolifération
massive et ’acquisition de propriétés effectrices (sécrétion de cytokine et cytotoxicité) menant
a I’élimination du pathogéne. L’initiation de la réponse et I’expansion meénent au pic de la
réponse ou principalement 2 populations de LT effecteurs (LTe) sont observées : les SLEC
(Short-lived effector cells) et les MPEC (Memory-precursor effector cells). Les SLEC meurent
par apoptose suite a I’élimination du pathogene tandis que les MPEC survivent pour former les
LT mémoires (LTm). Il existe 3 populations de LTm CD8" qui survivent a long-terme: les
LTm effectrices (Tgm) qui se retrouvent dans les organes périphériques et ont des fonctions
effectrices immédiates, les LTm centrales (Tcym) qui se retrouvent dans les organes lymphoides
et proliferent rapidement ainsi que les LTm résidentes (Try) qui demeurent au site d’infection.

Durant la phase mémoire, les LT CDS8" s’autorenouvellent afin d’assurer la protection a long
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terme de I’organisme. Les sections suivantes abordent plus en détails ces différentes étapes de

la réponse primaire des LT CD8" qui sont schématisées a la figure 4.

/F Antigéne

(bactérie ou virus) SLEC —> apoptose

MPEC

LTm

2- contraction

1- expansion
3-mémoire

LTn
Temps

Nombre de LT CD8*

v

Figure 4. Représentation de la réponse des LT CD8" et des principales populations
générées. Lorsque le LTn rencontre son Ag spécifique, un programme de différenciation
caractérisé par trois phases débute: 1’expansion (1), la contraction (2) et la mémoire (3). Au
pic de la réponse, principalement deux populations de LTe sont présentes : les SLEC et les
MPEC. Les SLEC vont mourir par apoptose alors que les MPEC vont survivre pour former les

LTm qui se subdivisent en 3 populations : les Tgy, les Tew et les Try. Inspiré de'’

1.3.1 La phase d’expansion

La phase d’expansion est induite suite a Dactivation des LT CD8" par la
reconnaissance de 3 signaux donnés par une CPA. Premiérement, le récepteur des cellules T
(RCT) doit reconnaitre son Ag spécifique présenté sur une molécule du CMH de type I.
Deuxiémement, le LT CDS8" doit aussi recevoir des signaux de costimulation via différents
récepteurs notamment le CD28. Troisiémement, 1’inflammation doit étre percue par les

récepteurs de cytokines. En réalité, la nécessité et I’impact des signaux 2 (costimulation) et 3
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(cytokine) pourront varier selon I’intensité globale du signal d’activation regu. Les prochaines
sections détailleront ces trois signaux ainsi que leur impact dans la réponse des LT CDS".
Certaines questions subsistent quant a la réponse des LT CD8". Différentes CPA peuvent
fournir ces trois signaux, mais est-ce que l’activation des LT CD8" qui en résultera sera
équivalente? Est-ce que d’autres voies de signalisation peuvent avoir un effet sur la réponse

des LT CD8"? Ces questions fondamentales sont abordées dans cette thése.

1.3.1.1 Signal 1 : l1a reconnaissance de ’antigene

1.3.1.1.1. La signalisation du RCT

L’Ag est reconnu par le RCT, composé¢ de deux chaines polypeptidiques distinctes
nommées RCTa et RCT reliées par un pont disulfide. Chacune de ces chaines est composée
d’un domaine variable, d’un domaine constant, d’un domaine transmembranaire
hydrophobique et d’une queue cytoplasmique. Par rapport a la membrane plasmique, le
domaine constant est proximal tandis que le domaine variable est distal. Le domaine variable
permet l’interaction avec le peptide antigénique et le CMH (pCMH). Seul, le RCT est
incapable de signaler suite a la liaison avec son pCMH. Il est donc associé avec un complexe
composé de chaines CD3. Le complexe CD3 est constitué¢ de sous-unités 9,&,Y,{ formant un
hétérodimére €9, un hétérodimere ye et un homodimere {C, tous liés de fagon non covalente
pour former le complexe du RCT comprenant 8 chaines polypeptidiques. Chacune de ces
chaines CD3 comporte des motifs ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs)

138
0

pour un total de 1 . La phosphorylation de ces motifs ITAM amorcera la signalisation suite

a la reconnaissance du complexe pCMH.

Les contacts avec les peptides sont médiés par les boucles hypervariables CDR3
(complementary-determining region) des domaines variables du RCT. Les contacts avec le
CMH sont assurés par des a.a. conservés au sein de la région variable des chaines o et B du
RCT (Vq et Vp) contenus au sein des boucles CDR1 et CDR2"®, Le RCT interagirait d’abord
avec le CMH afin d’induire le positionnement adéquat requis pour 1’interaction subséquente

avec le peptide. La signalisation a lieu seulement si des contacts stables sont permis grace a la
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reconnaissance du peptide. L’affinité d’interaction entre les complexes pCMH et le RCT est
de l'ordre du micro molaire (UM) pour un peptide agoniste, ce qui est tres faible
comparativement a d’autres forces d’interactions protéines-protéines connues. Malgré cela, le
RCT est treés sensible, car il peut répondre suite a la reconnaissance spécifique d’un seul
complexe pCMH pour induire la cytotoxicité chez des LT effecteurs, alors que 10 complexes

139140 gp fait, les conditions de

pCMH seraient requis pour I’activation complete d’un LT nai
mesure de I’affinité en phase soluble ne reflétent pas la réalité biologique de I’interaction
RCT-pCMH qui est stabilisée par I’ancrage a la membrane plasmique, I’interaction avec les
molécules de signalisation et les corécepteurs'®'. En effet, des mesures de I’affinité in situ
(entre les RCT sur un LT et des complexes pCMH fixés a une bicouche '** ou un globule
rouge'*) démontrent une augmentation de I’affinit¢ d’interaction entre le RCT et le
pCMHm’m. Dans le répertoire T périphérique, le nombre de RCT distincts est estimé a 2x10°

chez la souris'** et 2.5x10% chez ’homme'*

. Une grande diversité de peptides peut ainsi étre
reconnue, assurant une réponse spécifique contre de nombreux Ag. Pour que le LT soit activé
complétement, un grand nombre de RCT doit étre stimulé et ce, durant des heures'*’. La
signalisation via le RCT active principalement la voie de la PKC-0 (protéine kinase C-0), la
voie calcique et la voie Ras-MAPK qui ménent a 1’activation des facteurs de transcription
AP-1, NF-kB et NFAT (Figure 5) qui contribuent a 1’activation du programme génétique

permettant la différenciation des LTe (Revue dans'*®).

26



CD4
(or CD8) TCRof

Activation of transcription factors

Figure 5. La Signalisation du RCT. Cascade de phosphorylation du complexe proximal de
phosphorylation (bleu), signalisation de la voie Ras-MAPK (vert), signalisation par
PKC-0 (rose) et signalisation de la voie calcique (jaune). Reproduit avec la permission de

Macmillan Publishers Ltd : Nature Immunology '*' ©2012.

1.3.1.1.2 La synapse immunologique

La liaison d’un ligand d’une affinité suffisante induit la réorganisation du cytosquelette
permettant la formation de la synapse immunologique (SI) au site d’interaction entre la CPA et
le LT. Cette structure organisée rapproche les cellules et facilite la signalisation du RCT grace
a I’exclusion des molécules encombrantes et des molécules inhibant le signal RCT comme les
phosphatases. Lors de I’initiation du signal, il y a rapidement formation de micro-agrégats
contenant le RCT et le CD28 au site de contact avec la CPA. La surface de contact entre la
CPA et le LT va ensuite augmenter ce qui permettra la formation de nouveaux micro-agrégats
(0 2 2 minutes suivant la reconnaissance de I’Ag). Ces micro-agrégats vont recruter les
molécules de signalisation et initier 1’activation du LT. Ensuite, les micro-agrégats

s’agglomerent pour finalement former une SI plus dense (La contraction, 2 a 10 minutes
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suivant la reconnaissance de I’Ag). La synapse immunologique mature peut durer de minutes a
plusieurs heures. Les molécules comme CTLA-4 ou PD-1 se joindronta la synapse
immunologique afin d’influencer la transmission du signal d’activation. La SI mature
(Figure 6) est composée du cSMAC (central supramolecular activation complex), du pPSMAC
(peripheral SMAC) et du dSMAC (distal SMAC). Du cété du LT, le cSSMAC comprend le
RCT, les corécepteurs (CD8/CD4) et les récepteurs de costimulation ou d’inhibition (CD28 ou
CTLA-4) ; le pPSMAC est riche en molécules d’adhésion ou reliées au cytosquelette (LFA-1
(lymphocyte function-associated antigen 1)) alors que le SSMAC est riche en actine, en CD43,
en CD44 et en CD45, qui sont des molécules encombrantes. Des micro-agrégats se forment
constamment au niveau du dSMAC et migreront vers le centre de la SI afin de soutenir le
signal RCT (Figure 6). (Revue dans'*"'*"1%) La formation de radeaux lipidiques, qui sont des
structures organisées au niveau de la membrane plasmique riches en cholestérols et en
sphingolipides et enrichie en molécule de signalisation, est nécessaire pour I’activation des
LT. Ces radeaux lipidiques se retrouve au cSMAC mais pas au niveau des micro-agrégats'™".
La SI permet d’amplifier le signal recu et de soutenir I’interaction de longue durée entre le LT

et la CPA

1. Formation de microagrégats 2. Contraction 3. Synapse immunologique
0-2 minutes 2— 10 minutes 10 minutes— plusieurs heures
« ;m
- T . < V.
®.r ‘o <% o AR
[ W n ©® a wivd o [ &
En an 3 < -
REgss  AERF <
L)
® e ® s /.'uwo -
® 1\. dSMAC N© ,T‘ -
- SMAC
microagrégat pSMAC ¢
® RCT CD28
® Molécules adaptatrices PKC-6
Kinases

Figure 6. La synapse immunologique. Inspiré de '*
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1.3.1.1.3 L’influence sur la réponse des LT CD8"

La force du signal RCT peut influencer la réponse des LT CD8". En effet, ’altération
des peptides pour diminuer leur affinité diminue la réponse des LT CDS". Le groupe de Bevan
a montré que des LT CDS8" répondant & un peptide de haute affinité proliférent plus, sont
retenus plus longtemps au sein des PALS (periarteriolar lymphocytes sheats) et contractent
plus tardivement que les clones répondant & un peptide de plus faible affinité'>'. Un autre
groupe a démontré qu’un signal optimal via le RCT est requis pour la formation de LTm
CDS8". Des souris transférées avec des OT-1 (LT CDS8" spécifiques du peptide OV Ajs7.264 de
I’ovalvumine (OVA) présenté par le H2-K®), dont un a.a. dans le domaine transmembranaire
de la chaine B du RCT a été muté (BTMDmut), ont été infectées avec Listeria monocytogenes
exprimant OVA (Lm-OVA). Les OT-1 BTMDmut ont un défaut de signalisation les
empéchant de recruter le RCT et la PKC a SI diminuant ’activation de NF-xB donc le signal
transmis. La réponse effectrice générée est normale mais, les LTm ne sont pas générés'>.
Notre laboratoire a aussi démontré que la quantité d’Ag présentée par les CD au moment de
I’activation influence la génération de LTm sans affecter la réponse effectrice. Une plus
grande quantit¢ d’Ag a la surface des CD, donc une plus grande avidité¢ d’interaction,

augmente la génération de LTm'*.

1.3.1.2 Signal 2 : 1a costimulation et la coinhibition

Cette section aborde le concept de la costimulation et de la coinhibition lors de
I’activation des LT. Les différentes molécules impliquées ainsi que leurs voies de
signalisations seront décrites ici. De plus, les rdles précis que jouent ces molécules dans la

, . + . ,
réponse immune des LT CD8" seront aussi abordés.

Initialement, le concept de costimulation voulait que le LT, pour étre activé
complétement, pergoive 2 signaux : la reconnaissance du complexe pCMH via son RCT et la

costimulation via CD28, I’absence de costimulation entrainant 1’anergie'®. Le concept de
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costimulation a évolué pour inclure I’ensemble des molécules coactivatrices et coinhibitrices.
Les cascades de signalisation, induites par les molécules de costimulation, chevauchent
souvent les voies induites par le RCT. L’activation des récepteurs coactivateurs amplifie le
signal du RCT alors que I’activation des récepteurs coinhibiteurs diminue le signal du RCT.
Ainsi, les signaux de costimulation influencent le niveau d’activation des LT et ses choix de
différenciationLa costimulation peut étre vue selon le modéle de la marée (tide model)"**, qui
propose que suite au signal RCT et au premier signal de costimulation via CD28, il y a une
augmentation des corécepteurs. Au pic de la vague (de I’activation), la balance entre la
signalisation des différents corécepteurs activateurs et inhibiteurs déterminera le niveau
d’activation final ainsi que le destin du LT activé'™*. Durant la période d’activation, il y a une
dominance des corécepteurs activateurs qui laisse ensuite la place a une dominance des
corécepteurs inhibiteurs'>*'>. La costimulation est régulée de facon spatiotemporelle puisque
certaines molécules sont présentes chez le LTn CD8" mais d’autres doivent étre induites par
I’activation. Plusieurs molécules de costimulation ont été localisées a la synapse
immunologique et sont donc présentes au site de contact avec la CPA afin d’interagir avec leur
ligand respectif'*°. Puisqu’un ligand peut étre reconnu par plusieurs récepteurs, une régulation
par compétition est aussi possible. Les récepteurs de costimulation se subdivisent en deux
grandes familles : la superfamille des immunoglobulines de type CD28 et la superfamille des

récepteur TNF (tumor necrosis factor).

1.3.1.2.1 La superfamille des immunoglobulines de type CD28

Les différents récepteurs de la superfamille CD28 et leurs ligands sont détaillés dans la
section suivante. La figure 7 récapitule les différentes interactions entre les molécules ainsi

que I’effet activateur ou inhibiteur de 1’interaction.
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Figure 7. Les récepteurs de la superfamille CD28. Les lignes pointillées montrent les
interactions possibles entre les récepteurs et les ligands. Le signe + indique une costimulation

activatrice, le signe — une costimulation inhibitrice. Inspiré de '*°.

1.3.1.2.1.1 CD28

Le premier récepteur de costimulation identifié fut le CD28'>>. Il est exprimé de facon
constitutive sur les LTn CD8". Ses ligands sont le CD80 (B7.1) et le CD86 (B7.2) qui sont
exprimés par les CPA ; soit les CD, les LB et les monocytes. Le signal via CD28 active la
PI3K qui induit une multitude de génes permettant la régulation de différentes voies comme la
progression du cycle cellulaire, I’apoptose et 1’état métabolique'®’. Le CD28 peut aussi lier
GRB2 (growth factor receptor-bound protein 2) menant a la translocation nucléaire de NFAT

155

augmentant la transcription de I’IL-2 et stabilisant son ARNm ™ (Figure 8). Ceci a pour effet

d’amplifier le signal RCT. De plus, le signal via CD28 augmente la transcription de molécules
anti-apoptotiques comme Bcl2 et Bcl-X;. Ainsi, le CD28 contribue a augmenter la
prolifération et la survie des LT'>>'*". L’absence de signal via le récepteur CD28 induit
I’anergie du LT c’est-a-dire un état d’hyporéactivité caractérisé par une incapacité a proliférer

158
2

et a sécréter de I’IL-2 7. L’anergie est causée par une diminution de 1’activation de Ras, de la

voie calcique et de NFAT ainsi que de NF-xB, des voies communes avec le RCT'**1¢%,
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Figure 8. La signalisation du récepteur CD28

Le signal de costimulation via CD28 est primordial pour une activation compléte du
LT CD8  au moment de la reconnaissance antigénique. En absence de signal CD28,
I’expansion des effecteurs de méme que leur cytotoxicité sont diminuées dans de nombreux
mode¢les infectieux comme VSV (Virus de la stomatite vésiculaire) (utilisation d’Ac CTLA4-
Ig ', utilisation de souris CD28" 1% ou influenza A (utilisation de souris CD80”"CD86" %,
utilisation de souris CD28-/-'°°). Cependant, suite a une infection de souris CD28” ou CD80™"
CD86" avec LCMV (virus de la chorioméningite lymphocytaire) Armstrong, pratiquement
aucune différence n’est observée dans ’expansion clonale des LT CD8" spécifiques envers
des épitopes de différentes affinités'®*'®”. Dans les souris CD287, le virus LCMV Armstrong
est controlé aussi efficacement que dans les souris sauvages'®. Cette différence entre VSV et
LCMV s’expliquerait par la quantit¢ d’Ag présent. Lors d’une infection avec LCMV
Armstrong, due a la réplication rapide et importante du virus, la quantit¢ d’Ag présente est
¢levée permettant un signal TCR soutenu rendant le signal de costimulation dispensable'®*'®”.
Lors une infection de souris CD807"CD86” avec LCMV Traub, une souche se disséminant et
ayant la capacité d’établir une infection chronique, la réponse des LT CD8" dépend de la
costimulation CD28'?’. Cela appuie le concept que les propriétés du virus comme la quantité

d’Ag disponible influencent la nécessité de la costimulation CD28. 1l est aussi possible que
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d’autres molécules de costimulation comme CD70 soient différemment induites suite a

différentes infections compensant pour 1’absence de costimulation via CD28.

Le signal via CD28 influence aussi le phénotype des LTm CDS8" et leur fonctionnalité.
Dans un modéle d’infection de souris CD28” avec le virus de la vaccine (VV), moins de LTe
CDS8" spécifiques sont produits, mais au stade mémoire autant de LTm sont présents.
Cependant, ces LTm CD28” ont un phénotype différent exprimant moins de CD27 et de
CD122 et produisant moins d’IL-2""'%®. De plus, lors d’une seconde exposition a I’Ag en
absence de signal via CD28, D’expansion des effecteurs secondaires est moins

1715 Lors d’infections avec influenza, HSV ou LCMV, les LTm CD8" requiérent

importante
aussi un signal via CD28 pour répondre efficacement lors d’une seconde infection'®”'®”. 11 faut
considérer que I’absence de signal CD28 affecte la réponse des LT CD4™'?. Puisque 1’aide
CD#4 influence la fonctionnalité des LTm CD8™'"°, elle pourrait étre responsable du phénotype

observé en absence de CD28.

1.3.1.2.1.2 CTLA-4

Le récepteur inhibiteur CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, CD152)
interagit aussi avec les molécules CD80 et CD86. Une compétition entre CTLA-4 et CD28
existe pour I’interaction avec leurs ligands communs. Différents mécanismes permettent a
CTLA-4 d’inhiber le signal RCT. D’abord, 1’affinité de CTLA-4 pour CD80 et CD86 est plus

élevée (environ 10x), favorisant cette interaction'’"'’

. Ensuite, ’expression de CTLA-4 est
augmentée suite a 1’activation du LT et localisée au cSMAC permettant de physiquement
exclure la liaison de CD80 et CD86 a CD28'". De plus, I’augmentation de ’expression de
CTLA-4 est suivie de I’endocytose de CD28 qui n’est alors plus disponible pour lier ses

ligands'™

. Il'y aussi endocytose de CTLA-4 suite a son activation entrainant ses ligands
(CD80 et CD86) par transendocytose limitant ainsi le signal de costimulation pouvant étre
donnée par la CPA'”. Finalement, son interaction avec ses ligands diminue le signal RCT
grace a I’activation de la phosphatase SHP-2 capable de déphosphoryler CD3C176. CTLA-4
défait aussi les radeaux lipidiques ce qui termine la signalisation et inhibe la prolifération des

LT'". L’expression de CTLA-4 est importante pour contrdler les réponses immunes puisque
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si ce récepteur est délété ou inhibé, il y aura hyperprolifération suite a une infection et

induction d’autoimmunité'’®.

Chez les LT CDS8", les études in vivo sont en accord avec un rdle inhibiteur de
CTLA-4. En effet, des LT OT-1, n’exprimant pas CTLA, transférée dans des souris
subséquemment immunisées avec des Ac anti-DEC-OVA et anti-CD40 sécrétent plus de
cytokines (IFN-y et granzyme B) et ont une meilleure activité cytotoxique' . Lors d’infection
de souris avec Lm, I’inhibition de CTLA-4 a l’aide d’un Ac bloquant au moment de
I’activation augmente le nombre de LTm générés et leur fonctionnalité (sécrétion de cytokine

et controle de la bactérie)'™.

1.3.1.2.1.3 PD-1

Le récepteur inhibiteur PD-1 (Programmed death-1, CD279) est encodé par le gene
Pdcdl. Une grande homologie de séquence du geéne et des ses éléments régulateurs existe chez
les mammiferes. PD-1 est exprimé par les LT activés, mais peut aussi étre présent chez les
LB, les cellules NK, les NKT, les monocytes, les macrophages et les CD. PD-1 posseéde deux
ligands : PD-L1 (B7-H1 ou CD274) et PD-L2 (B7-DC ou CD273). PD-L1 est exprimé de
fagon constitutive sur une variété de cellules comme les LT et LB, les CD, les macrophages,
mais aussi des cellules non-hématopoiétiques. Quant a la molécule PD-L2, son expression est
beaucoup plus restreinte. Elle a été détectée sur certains LB et son expression peut étre induite
sur les CD activées, les monocytes et les macrophages'®'"'®. Chez les LT, suite a la liaison de
PD-1 a un de ses ligands, les tyrosines des motifs ITIM (immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif) et ITSM (immunoreceptor tyrosine-based switch motif) sont phosphorylés
permettant le recrutement des phosphatases SHP 1 et 2 (SH2-domain containing tyrosine
phosphatase 1 et 2) qui diminuent le signal RCT en déphosphorylant CD3{ et Zap-70,

résultant en une diminution de ’activation de PKC-0'%,

La délétion de PD-1 chez la souris cause des maladies auto-immunes spontanées

184,185

comme |’arthrite, la gastrite ou la cardiomyopathie , illustrant le réle primordial que joue

cette molécule dans le controle de la réponse immune. Suite a leur activation via le RCT et la
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costimulation, les LT CD8" expriment PD-1 de fagon transitoire. Lors d’une infection aigiie,
suite a I’élimination de la source antigénique il y a diminution de 1’expression de PD-1.
L’expression continuelle de PD-1 est caractéristique des LT CD8" épuisés et est associée a
leur perte de fonctionnalité. L’inhibition de la voie PD-1, en combinaison avec I’inhibition
d’autres voies inhibitrices, permet de restaurer la fonction des LT CDS8" contre différents
cancers (mélanomes, adénocarcinomes) et infections chroniques (Plasmodium, LCMV)'®,
Plus précisément, lors d’infection avec LCMV clone 13, I’inhibition de PD-1 serait importante
pour restaurer I’activité cytotoxique des LT CD8" afin d’éliminer les cellules infectées '*'. De
plus, un signal de costimulation est requis pour restaurer la fonction des LT CD8" épuisés

donc I’inhibition de PD-1 pourrait contribuer a augmenter le signal d’activation pergu par le

LT CD8 ¥,

Vu I'importance du role de PD-1 lors d’infections chroniques et dans le développement
de cancer, la régulation de sa transcription a été caractérisée. Grace a des analyses in silico,
trois régions conservées chez les mammiféres nommées CR-A, B et C (Conserved Region) ont
¢été identifiées au sein du géne Pdcdl. Ces régions sont hypersensibles a la DNAse I, elles sont
donc accessibles aux facteurs de transcription et contiennent potentiellement des éléments
régulateurs. Les régions CR-B et CR-C sont situées en amont du site de I’initiation de la
transcription de Pdcdl alors que la région CR-A correspond au premier exon'*™'*’. Chez les
LT CD8", suite & I’activation, de nombreux facteurs de transcription régulent la transcription
de Pdcdl. D’abord, la liaison du RCT induit la translocation nucléaire de NFATcl qui
augmente la transcription de Pdcdl en se liant & la séquence GGAAA de la région CR-C'*®,
Toujours chez les LT CDS8", la présence d’IFN-o, simultanément avec le signal RCT,
augmente ’expression de PD-1 via la liaison directe d’IRF9 a un ISRE (IFN stimulation
responsive element) situé entre -1021 et -1052 pb en amont du site d’initiation de Ia
transcription". La présence de cytokines de la famille yc (IL-2, I'IL-7, 'IL-15 et I'IL-21)
dans le milieu environnant peut aussi contribuer a 1’augmentation de 1’expression de PD-1
chez des LT CD4" et CD8" humains en absence de signal RCT, principalement sur les cellules
mémoires'®!. Cependant, les sites exacts d’interaction des STAT associés & ces cytokines n’ont

pas été identifiés. Une étude récente démontre que I'IL-6 et I'IL-12, des cytokines
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inflammatoires, peuvent aussi contribuer a I’augmentation de 1’expression de PD-1 via
I’induction de STAT3 et STAT4 respectivement. STAT3 et STAT4 collaborent avec NFATcl
et CTCF (insulator protein CCCTC-binding factor) en se liant a de nouvelles séquences
régulatrices pour activer la transcription de Pdcdl. Ces nouvelles régions régulatrices sont
situées a -26.7 kb, -3.7kb et & + 17.1 kb du site de I’initiation de la transcription'*’. Un autre
facteur de transcription impliqué dans le contréle de la transcription de Pdcd| est T-bet qui est
induit en présence d’inflammation. L’ablation de T-bet, grace a des souris T-bet” ﬂ-CD4-Cre,
augmente 1’expression de PD-1 et le phénotype épuisé des LT CD8". A I’opposé, la

192
1.

surexpression de T-bet diminue I’expression de PD- T-bet réprime directement

I’expression de PD-1 puisqu’un site de liaison a été identifi¢ a environ -0.5kb du site

192 \ I . ror
2 Trés récemment, il a été

d’initiation de la transcription, a la jonction de la région CR-B
démontré que Blimp-1 réprime aussi I’expression de PD-1. Comme pour T-bet, 1I’expression
de Blimp-1 est inversement corrélée avec 1’expression de PD-1. Blimp-1 réprime 1’expression
de PD-1 de trois fagons. D’abord, il réprime directement I’expression de NFATcl, un
activateur de la transcription de PD-1. Ensuite, la liaison de Blimp-1 au promoteur de Pdcdl
(-786 a -775pb) empéche la liaison de NFATcl a son site situé¢ dans la région CR-C.
Finalement, la présence de Blimp-1 au promoteur modifie le profil d’acétylation et de
méthylation des régions conservées induisant une structure répressive de la chromatine'”. La
liaison des facteurs de transcription régulant la transcription de Pdcdl est schématisée a la
figure 9. Dans un mode¢le d’infection chronique avec LCMV, une persistance de 1’Ag entraine
le maintien de D’expression de PD-1 griace a la déméthylation permanente des régions

régulatrices CR-B et CR-C de son locus. La déméthylation permet de conserver la chromatine

, . . o N 194
dans un état ouvert pour maintenir la transcription du géne'**.

36



267 27 43 rem 75

CTCF NFAT NFAT
STAT3/4 .~ STAT3/4
CTCF
NFAT Blimp-1
ISRE

Figure 9. Schématisation des éléments régulateurs connus au gene Pdcdl. Les chiffres

. : . o ) - 1. 188-190,192-194
représentent les distances en kb par rapport au site d’initiation. D’apres les articles ’ .

1.3.1.2.2 La superfamille des récepteurs TNF

Les membres de la superfamille des récepteurs TNF se subdivisent en trois groupes: les
récepteurs contenant un domaine de mort (DD, death domain), les récepteurs leurres (decoy
receptor) et les récepteurs liés au TRAF (TNF receptor-associated factor). Dans la famille des
TRAF, les paires récepteurs/ligands CD27/CD70, 0X40/0X40L, 4-1BB/4-1BBL,
CD30/CD30L et GITR/GITRL ont tous une activit¢é costimulatrice (Figure 10). La
signalisation de ces récepteurs fonctionne de facon similaire. Les récepteurs présents sur les
LT vont interagir avec un trimere de ligand et adopteraient aussi une configuration trimérique
permettant de recruter différents TRAF (Figure 7)'> pour activer différentes voies de
signalisation dont NF-kB, INK, MAPK, AP1, Erk et NFAT, les mémes molécules distales que

le RCT, contribuant a amplifier le signal d’activation.
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Figure 10. Les récepteurs TNF, leur TRAF et les voies de signalisation induites. Inspiré
do!55:196.197

Le tableau 2 décrit les fonctions respectives des récepteurs TNF lors de la réponse
immunitaire des LT CDS". Les sections suivantes présentent les données résumées dans ce
tableau. Collectivement, ces molécules ont diverses fonctions, soit: d’augmenter 1’amplitude
de la réponse, c’est-a-dire le nombre de LTe et conséquemment de LTm (1), d’augmenter la
génération de LTm sans affecter le nombre de LTe (2), d’augmenter la survie des LTe et/ou
des LTm (3), d’augmenter la diversité des clones activés (4), de favoriser ’accumulation des
LTe au site d’infection (4) et d’inhiber la réceptivité des LTe envers 1’effet régulateur des Treg
(5). Les LT CD8" expriment différentes combinaison de ces récepteurs TNF qui peuvent agir

198,199

en synergie . Par exemple, lors d’infection influenza, le CD27 agirait en synergie avec 4-

1BB et OX40 pour augmenter la quantité et la qualité des LTm CD8" générés'”’.
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Récepteurs | Ligands Expression des Expression Fonctions lors de la réponse des LT
récepteurs des ligands CD8+
CD27 CD70 -LTn -CD -Augmente 1’amplitude de la réponse
TNFRSF7 (TNFSF7) augmentée par -LB effectrice et mémoire™*****2%
I'activation puis -LT activés™' | -Augmente la survie des LTe*"”
diminuée®” -Important pour l'accumulation des
LTe au site d'infection****"’
-Augmente la diversité des clones
activés™™®
4-1BB 4-1BBL -LT CDS8" activés, -CD -Augmente I’amplitude de la réponse
CD137 TNFSF9 mime le patron -LB effectrice et mémoire'®19%-200213.214
TNFRSF9 d'expression du -macrophages | -Augmente la génération de
CD§9200:209210 activés?!! L Tm2!5216
-Ccp?*'212 -Augmente la survie des LTm?'7*'®
0X40 OX40L -LT CD4" et CD8" -CD -Augmente 1’amplitude de la réponse
TNFRSF4 TNFSF4 activés -LB*! effectrice et mémoire?*>*20-#222%
CD134 gp34 219220 -Augmente la génération de
LTml99,224
-Augmente la survie des LTe™
CD30 CD30L -LT activés'”’ -CD -Augmente la génération de
TNFRSF8 | TNFSF8 -LB LTm'*%*
CD153 -macrophages
197
GITR GITRL LTn, augmenté par -CD -Augmente amplitude de la réponse
TNFRSF 18 | TNFSF18 l'activation®’ -LB effectrice et mémoire™**"!
-macrophages | -Augmente la survie des LTe et LTm
228,229 CD8+32
-Inhibe la réceptivité des LT CD8"
envers 1effet régulateur des Treg™®

Tableau 2. Le role des récepteurs TNF lors de la réponse immune des LT CD8"

1.3.1.2.2.1 CD27

Le récepteur CD27 (TNFRSF7) est exprimé sur les LT CD8" naifs. Suite a leur
activation, son expression est augmentée et ensuite diminuée suggérant une activité précoce
dans la réponse CD8". Son ligand est le CD70 (TNFSF7) présent chez les CD, les LB et les
LT actives 197:200201.233

LT CD8™2*,

. L’expression de CD70 sur les CD est importante pour ’activation des

39



La signalisation via CD27 est requise pour une expansion clonale maximale des LTe
CD8" ce qui influence directement la quantité de LTm formé dans des modéles d’infections

2 . 202
95 et avec influenza’®?. Par

avec VSV, Listeria monocytogenes™, une souche virulente de VV
exemple, moins de LTe CDS8" sont présents au pic de la réponse dans des souris CD27™"
infectée avec I’influenza générant ainsi moins de LTm et induisant une réponse plus faible lors
d’une seconde infection®”. Toutefois, I’expression de CD27 n’influence pas la prolifération

202 :
8%, L expression de

des LT CD8" in vitro mais plutdt leur survie indépendamment du CD2
CD27 est aussi importante pour 1’accumulation de LTe au site d’infection, soit les poumons
lors d’infection avec influenza®®. La liaison de CD27 induit la production d’IL-2 requise pour
la survie au site d’infection avec influenza mais ne permet pas de restaurer les nombres
cellulaires dans la rate et les ganglions™’. Des données concordantes ont été obtenues dans des
souris surexprimant CD70 ou I’infection avec influenza augmente 1’expansion des LT
CD8"”. Plus récemment, il a ét¢ démontré que I’expression de CD27 permet une réponse
plus importante des LT CD8" ayant une plus faible affinité augmentant la diversité clonale des
LTe et des LTm générés. Ainsi, une protection accrue contre des variantes du virus de
I’influenza est observée®®. Finalement, encore dans un modéle d’infection influenza, le CD27

agirait en synergie avec 4-1BB et OX40 pour augmenter la quantité et la qualit¢ des LTm

+ oo 199
CD8" générés .

1.3.1.2.2.2. 4-1BB

Le récepteur 4-1BB (CD137, TNFRSF9) est exprimé suite a 1’activation des LT CD4"
et CDS". In vivo, son expression augmente quelques heures aprés 1’activation via le RCT et
redescend mimant pratiquement le patron d’expression de la molécule d’activation précoce
CD69 *”2'° Le récepteur 4-1BB se retrouve sur d’autres cellules dont différents types de CD
ou il peut augmenter 1’expression de molécule de costimulation (CD80, CD86) et la sécrétion
de cytokine (I1-6, I1-12) pouvant ainsi influencer la réponse des LT CD8*''"*"2. Son ligand

4-1BBL (TNFSF9) a été identifié sur les CD, les LB et les macrophages activés'®™!".

Le récepteur 4-1BB joue plusieurs roles lors de la réponse des LT CDS".

Premiérement, plusieurs études démontrent que 4-1BB augmente 1’expansion clonale des
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effecteurs. D’abord cet effet de costimulation a été observé in vitro ou la liaison de 4-1BB
augmente la prolifération des LT CD8" suite a une stimulation anti-CD3**. Ensuite, lors
d’immunisation CFA-OVA et lors d’infection influenza ou LCMYV, [I’inhibition de
I’interaction 4-1BB/4-1BBL ou [I’utilisation de souris 4-1BB” ou 4-1BBL” diminue
drastiquement le nombre de LTe retrouvé et conséquemment la génération de LTm'***'*24 A
I’opposé, lors d’infection influenza A (PRS), ’administration d’un Ac anti-4-1BB agoniste
augmente la réponse effectrice des LT CDS8" spécifiques d’épitopes dominants mais aussi
sub-dominants dans les poumons des souris infectées'®. Deuxiémement, dans certains
modéles, 4-1BB est impliqué dans la génération de LTm CDS8". Lors d’infection avec
influenza A (HKx31) des souris 4-1BBL”, la réponse effectrice n’est pas affectée mais le
nombre de LT CDS8" spécifiques de 1’Ag décline & partir du jour 21. De plus lors d’une
seconde infection avec influenza, la réponse secondaire des souris 4-1BBL™ est plus faible®"’.
La divergence entres les études de Hendriks'*’/Halstead'®® et Bertram®"’ s’explique
probablement par I’utilisation de 2 souches différentes d’influenza pouvant influencer la
nécessité des molécules de costimulation. En appui a cette hypothése, il a ét¢ montré que
I’expression de 4-1BBL est requise pour la survie contre un virus d’influenza A plus virulent

27, Troisiémement, 4-1BB

(PRS8) mais pas contre un virus €éliminé plus rapidement (X31)
permet la survie des LT CD8" mémoires. En effet, I’IL-15, une cytokine impliquée dans la
I’homéostasie des LTm CDS8" induit 4-1BB qui augmente leur survie. Des LTm générés
in vitro et transféré dans des hotes 4-1BBL”" déclinent au cours du temps”'®. Un autre groupe a
montré que le signal via 4-1BB, en absence d’Ag, induit la prolifération des LTm CD8". En
effet, seuls les LTm incorporent le BrdU suite & I’administration d’un Ac agoniste contre
4-1BB. En accord avec I’étude précédente qui montre que I’IL-15 agit en amont de 4-1BB,
Ieffet de cet Ac de dépend pas de 1'IL-15 *°. Plus récemment, il a été montré que 4-1BBL
permet ’accumulation de LTm CD8" spécifique au virus MCMYV. L’administration d’un Ac
bloquant anti-4-1BBL donné au début de I’infection (jour 0 a 5) mais pas plus tardivement
(jour 7 a 13) diminue le nombre de LTm générée suggérant que la nécessité du signal via

4-1BB est requis lors de I’expansion du LT CD8" '

La plupart des études décrites dans le paragraphe précédent ne permettent pas de

distinguer quels types cellulaires sont affectés par le signal via 4-1BB. Comme les récepteurs
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4-1BB sont exprimés a la fois chez les LT et les CD, cette question est pertinente. A ce sujet,
une ¢étude trés récente démontre que I’expression de 4-1BBL par les CD en trans (sur les CD
ne présentant pas 1’Ag spécifique) permet une meilleure activation des LT CD8" en
augmentant |’état de maturation des CD présentant 1’ Ag**®. L’ immunisation sous-cutanée avec
des vecteurs lentiviraux (qui cible les CD in vivo) codant pour un Ag et 4-1BBL induit une
réponse immune des LT CD8" moins fonctionnelle (production de granzyme B diminuée) que
I’immunisation avec un mélange de vecteurs lentiviraux exprimant un Ag ou 4-1BBL
3% Donc, I’impact de 4-1BB sur les la réponse des LT CD8" n’est pas seulement due a son

. + . . .
expression sur les LT CD8" mais aussi a son expression sur les CD.

1.3.1.2.2.3 0X40
L’expression d’OX40 (TNFRSF4, CD134) est induite chez les LT activés™ >,

principalement chez les LT CD4" ou son expression est maximale aprés 48h de stimulation
antigénique *’. Son ligand OX40L (TNFSF4, gp34) est exprimé chez les CD, les LB et les

197,221,233
macrophages =777,

Chez les LT CD8", I’induction d’OX40 requiert une forte stimulation antigénique ou
une forte virulence de I’infection. En effet, grace a des souris 0X40™", il a été montré que
I’infection avec des souches virulentes de VV, se répliquant rapidement, induit une réponse
effectrice dépendante d’0X40. A I’opposé, des infections avec des souches de VV se
répliquant plus lentement, donc moins virulentes, ménenta une réponse indépendante
d’0X40. Dans cette étude, le nombre de LTe et de LTm CDS8" générés est toutefois
proportionnel a la virulence du virus suggérant un role d’OX40 dans I’amplitude de la

205

réponse” . En effet, I’ajout d’un Ac agoniste contre OX40 augmente la réponse contre

205 222

VV-Lister (souche atténuée)™ et contre VV-Wester Reserve (souche virulente)™”. En accord
avec ces données, dans un modéle d’immunisation avec CFA-OVA, moins d’effecteurs ont été
dénombrés lorsqu’un Ac bloquant contre OX40L a été injecté. OX40 favorise aussi la survie
des cellules favorisant leur accumulation””. Dans un modéle d’infection avec VV de souris

0X40™7", moins de LTe sont générés, autant contre les épitopes dominants que subdominants,
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et ceux-ci produisent moins d’IFN-y et de TNF-o diminuant leur fonctionnalité.
Conséquemment le nombre de LTm CD8" formés est aussi diminué, affectant la protection a

220 Finalement, chez des PBMC humain en

long terme contre une seconde exposition a I’Ag
culture, un Ac anti-OX40 a permis d’augmenter la prolifération (incorporation de thymidine)
de LT CDS8" in vitro **. Collectivement, ces études montrent que le récepteur OX40 permet
I’accumulation des LTe en permettant leur prolifération (humain) et leur survie (souris)

augmentant ainsi la quantité de LTm générée.

Certaines expériences ne démontrent aucun effet sur 1’amplitude de la réponse
effectrice mais seulement sur la réponse mémoire. D’abord, lors d’expérience ou des LT OT-1
OX40™ sont transférés dans des souris subséquemment infectée avec Lm-OVA, autant de LTe
ont été générés. Toutefois, une plus faible proportion de MPEC (KLRG1™¢, CD127¢") est
présente menant a une génération plus faible de LTm. Le nombre de LTm OX40"" décline au
cours du temps suggérant un réle d’OX40 dans leur maintient. Puisque le nombre d’effecteurs
générés ici est similaire, ces expériences démontrent qu’OX40 a un effet sur la génération de
mémoire lors d’infection avec Lm™**. Cet effet est confirmé dans un modéle d’infection

. . N ez r s 1
influenza peu virulent, oi OX40 augmente 1’efficacité de la réponse secondaire'”.

1.3.1.2.2.4 CD30
Le récepteur CD30 (TNFRSFS8) est exprimé sur une variété de cellules dont les LT
activés. Son ligand est le CD30L (TNFSF8, CD153) exprimé sur les CD, les LB et les

19
macrophages '’

Le récepteur CD30 joue un role dans la génération des LTm CDS8". Dans un modéle
d’infection avec Lm de souris CD153'/', un méme nombre d’effecteurs LLOy; 99 spécifiques
sont générés au pic de la réponse comparativement aux souris WT. Cependant, moins de LTm
sont présentes 80 jours post-infections diminuant la protection contre une seconde infection®®.
Dans un mod¢le d’immunisation avec alum/OVA et transfert d’OT-1 exprimant ou non CD30,

il n’y a pas de différence 4 jours post immunisation. L’absence de CD30 diminue cependant le

43



pourcentage d’OT-1 présentes au jour 14 post immunisation, appuyant I’effet de CD30 sur la
génération de mémoire. Dans ce modele alum/OVA et lors d’infection MCMYV, I’expression
de CD30 présente un effet synergique avec 1’expression d’OX40 afin de réguler I’expansion
en augmentant la prolifération des LTe'®. L’effet de CD30 pourrait donc varier selon

I’expression simultanée des autres récepteurs TNF.

1.3.1.2.2.5 GITR
Le récepteur GITR (Glucocorticoid-induced TNFR family related gene, TNFRSF 18)

est exprimé faiblement chez les LT CD4" et CD8" naifs. L activation du LT de méme que la
signalisation via le récepteur CD28 augmente son expression'®**’. Son ligand GITRL
(TNFSF18) a été identifi¢ sur les LB, les macrophages ainsi que les CD et son expression est

, o . . 228,229
augmentée de facon transitoire dans les heures suivant la liaison de leurs TLR™™".

Le récepteur GITR, comme les autres membres de sa famille, est impliqué dans la
costimulation des LT et leur survie. En effet, lors d’activation in vitro avec un anti-CD3, il a
¢té montré que la liaison de GITR augmente la prolifération des LT CDS8™*. Cet effet
coactivateur a aussi €té observé in vivo. Dans un mode¢le d’infection avec influenza (A/X31),
GITR est requis pour I’expansion maximale des LTe primaire et secondaire, sans affecter la
production de cytokine. GITR affecte la survie des LTe en augmentant 1I’expression de Bcl-x;.
Tout comme pour 4-1BB, I’expression de GITR est requise pour la survie des souris suite a
une infection sévere a influenza (A/PR8) mais pas contre cette infection légere a influenza
(A/X31)”!. Ce fait illustre encore une fois que ’effet des TNF récepteurs varie d’un modéle a
I’autre, une infection forte les induisant fortement expliquant possiblement leur nécessité plus
marquée dans ces contextes. Finalement, le récepteur GITR inhibe la réceptivité des LT CD4"
et CD8" envers I’effet régulateur des Treg. Cet effet est intrinséque aux LT puisque les Treg
GITR"" et GITR"" ont la méme capacité de suppression®**. De plus, La présence de GITR sur
les LTm CDS8" est requise pour leur survie grace a I’induction ou au maintient de 1’expression

de 4-1BB (voir section 4-1BB)*?.
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1.3.1.3 Signal 3: les cytokines

Le troisiéme signal important lors de 1’activation des LT CDS8" est le signal des
cytokines inflammatoires, principalement via I’'IL-12 et les interférons (IFN) de type I, qui
induit la prolifération optimale des cellules, leur survie ainsi que leur différenciation en LTe

: - 238-241
puis en LTm fonctionnels

. Récemment, il a ét¢ démontré que le milieu inflammatoire
induit par I’'IL-12 et les IFN de type I permet d’augmenter la sensibilité a I’Ag, en augmentant
la capacité de transmission du signal RCT des LTn et des LTm CD8****, Une autre cytokine
jouant un role majeur lors de la réponse des LT CD8" est I’'IL-2 qui est nécessaire pour
I’expansion clonale, la différenciation en LTe et la formation de LTm fonctionnels'’*#*2%",
L’IL-12, les interférons de type I de méme que I’IL-2 sont produits par des cellules
interagissant directement avec le LT CD8" ou étant présentes dans son environnement lors de
son activation. Le LT CDS8" peut donc percevoir ces signaux inflammatoires au moment de la
reconnaissance antigénique ce qui augmente son niveau d’activation. Les effets de ces trois
cytokines sur la réponse des LT CD8" sont abordés en détails dans cette section, ce qui

n’exclut pas un réle pour d’autres cytokines.

1.3.1.3.11L-12

L’IL-12 est une cytokine proinflammatoire composée de la chaine o ou p35 (35kDa) et
de la chaine B ou p40 (40kDa). Le récepteur a I’'IL-12 est aussi composé de deux chaines
IL-12Rao et IL-12RP. La signalisation via I’'IL-12R méne a la phosphorylation du facteur de
transcription STAT4**®. Les LT activés expriment I'IL-12R rapidement et peuvent donc

249
2

percevoir un signal via I’'IL-127". L’IL-12 est produit par les CD, les macrophages et les LB,

o . 248
suite a la reconnaissance de pathogénes™ .

Plusieurs études démontrent qu’un signal via I’'IL-12 permet une expansion clonale
maximale et promeutla différenciation en SLEC. Tout d’abord, lors d’infection avec
Lm-OVA, les souris p35”~ ou des chiméres IL-12RB2"" générent moins de LTe, qui contractent

moins, pour former plus de LTm CD8" OVA-spécifiques. Les LTm générés en absence de
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signal via ’IL-12 expriment CD62L, CD127 et sécrétent I’IL-2 ayant donc un phénotype Tem
20231 Ces expériences démontrent que I’IL-12 joue un réle dans I’expansion clonale lors de la
réponse primaire, mais est délétére a la formation de LTm***". La sous-unité p35 de I'IL-12

248 A
, un role

étant commune avec I’IL-35 et la chaine IL-12R[32 étant commune avec I’'TL-23R
de I’IL-35 ou I’IL-23 ne peut pas étre exclu ici. Une augmentation de la production d’IL-12
favorise 1’expansion clonale maximale dans un mod¢le d’immunisation avec des DC-GP33 (un
peptide de la glycoprotéine de LCMV) + CpG DNA qui induit la production d’IL-12 et d’IFN

232253 En effet, les OT-1 IL-12RB17" produisent moins de LTe, et conséquemment de

de type |
LTm, que les OT-1 de type sauvage™”. Les LTm formés en absence de signal via I’IL-12 ont
aussi un phénotype Tcym (CD62LYCD1279Y%), confirmant les données publiées
précédemment™**>. En fait, un role direct de I’IL-12 dans la différenciation des SLEC a été
démontré. Premiérement, lors de stimulation in vitro de LT CD8" P14 avec des cellules
chargées avec le peptide GP33, I’'IL-12 induit I’expression du facteur de transcription T-bet de
facon dose dépendante. A son tour, T-bet régule la différenciation en SLEC de fagon dose
dépendante®™'**. La régulation de T-bet par I'IL-12 a aussi été observée in vivo dans un
modéle d’infection Lm de souris p35” ou WT*'. Deuxiémement, I’immunisation avec des
CD, qui est peu inflammatoire, induit la génération de LTe avec un phénotype MPEC et
accélére la génération de LTm'%*°*°° L’ajout d’IL-12 lors d’immunisation avec des CD

permet d’augmenter la formation de SLEC au pic de la réponse®’. Ceci démontre le role

important de I’IL-12 dans la différenciation de cette population d’effecteurs.

A T’opposé des études précédentes, certains groupes ont démontré un effet positif de
I’IL-12 sur la formation de LTm CDS8". Des études in vitro ou des LT OT-1 exprimant ou non
STATH4 sont cultivés sur des CPA artificielles exprimant H2-K°-OVA et CD80 (BOK) avec ou
sans IL-12 ont démontré que I’'IL-12 via STAT4 est requise pour 1’acquisition des fonctions
effectrices (sécrétion d’IFN-y et cytolyse) et la survie des LT OT-1 grace a I’expression de

Bcl-3 et des molécules anti-apoptotiques Bel-2 et Bel-XL**

. Ces LT OT-1 activés en présence
d’IL-12 sont aussi plus sensibles a I'[L-7 et a I’'IL-15, importantes pour la prolifération
homéostatique et la survie des LTm>*. Finalement, des LT OT-1 activés in vitro 72 h avec des

BOK avec ou sans IL-12 ont été transférés in vivo. Les LT OT-1 activés en présence d’IL-12
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ont proliféré et ont persisté permettant une meilleur réponse lors d’une infection avec
Lm-OVA (meilleure expansion et meilleur controle de la bactérie) 30 jours post-transfertzsg.
Les signaux fournis par I’'IL-12 durant les 72 premiéres heures d’activation influencent donc la
génération de LTe, mais aussi de LTm CDS8". Un autre groupe a démontré que suite a
I’infection avec Lm-OVA ou VV-OVA de souris transférée avec des LT OT-1 IL-12R[31'/ R
aucun effet sur le nombre de LTe générés n’est observé, mais trés peu de LTm sont formés®®.
Les infections Lm et V'V induisent la production d’IL-12, d’IL-6 et les interférons de type
172 En absence d’IL-12, ces autres cytokines inflammatoires pourraient compenser le role
de I’IL-12 sur la réponse effectrice. En effet, lors d’infection Lm, la délétion du récepteur des
IFN de type I et de I'IL-12RB1 diminue la génération de LTe et de LTm plus drastiquement
que ces délétions individuelles™®*>. Cette observation suggére que 1’IL-12 ou les IFN de type
I ont des effets similaires, ’absence de 1’'un pouvant étre compensée par ’autre. Cependant, en
fonction des infections étudi¢es (VV, VSV, Lm, LCMV) une différence dans la dépendance
envers un signal via I’IL-12 ou les interférons de type I pour I’expansion clonale maximale est
observée™. Ceci pourrait expliquer les différents résultats obtenus quant au role de I'IL-12
dans la génération de LTm aussi. L’ensemble de ces observations suggérent qu’un signal via
I’IL-12 est requis pour la différenciation en LTm, mais qu’un signal fort, excédant un certain

seuil, favorise la génération de SLEC

1.3.1.3.2 Interférons de type |

La famille des interférons de type I comprend I’IFN-f et 13 IFN-q., reconnus pour leur
activité antivirale. Tous ces interférons lient le méme récepteur nommé IFNAR (IFNof
receptor) composé des deux sous-unités [IFNAR-1 et 2. L’activation de ce récepteur par un
IFN de type I induit la signalisation permettant de recruter les kinases JAK-1 et Tyk-2 qui
phosphoryle STAT1 et STAT2, engendrant leur dimérisation et leur translocation au noyau en
compagnie d’IRF-9. Ce complexe permet d’activer les genes grace a la liaison a des ISRE
situés dans les promoteurs des génes cibles™'. La majorité des bactéries et des virus, en liant

les TLR, induisent la production d’IFN de type I par les cellules du systéme immunitaire®*.
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Des études utilisant des souris IFNAR™ ou des LT CD8" IFNAR™ et différents
modeles d’activation (infections Lm et LCMV, activation in vitro avec des billes) ont
démontré que les IFN de type I sont importants pour I’expansion clonale maximale des LTe,
affectant ainsi la génération de LTm**"**®*. Les IFN de type I favorisent la survie des

241,263
cellules™™

et influencent aussi leurs propriétés effectrices comme la cytotoxicité et la
sécrétion de cytokine®®. Chez les LT CDS8”, la signalisation via I'TFNAR peut aussi induire la
phosphorylation de STAT4 ce qui est important pour I’effet des IFN de type I sur leur

activation (prolifération et cytolyse) **'*%°

et contribue potentiellement a la régulation de genes
communs avec I'IL-12°%*. Suite a une infection avec VSV, en absence des IFN de type I,
moins de SLEC sont générés, mais pas suite & une infection Lm””’. Donc, comme I’IL-12, les
IFN de type I peuvent contribuer a I’expansion des LTe et a la différenciation en SLEC. Un
article récent démontre que 1I’'IL-12 ainsi que les IFN de type I influencent I’expansion LT

CD8" en permettant une expression soutenue du CD25, augmentant la réceptivité a L’IL-2 et

ainsi la prolifération®®.

1.3.1.3.3IL-2

L’IL-2 est une cytokine de la famille des cytokines yc produite principalement par les
LT CD4", mais aussi par les LT CD8", les cellules NK, les NKT, LB et les CD*"?"!. Le
récepteur de haute affinité de I’IL-2 est composé de 3 chaines: o (CD25), B (CD122) et
commune Yy (CD132). L’IL-2 peut aussi signaler via un récepteur dimérique de plus faible
affinité¢ composé de CD122 et CD132. La signalisation induit I’activation de différentes voies,

soit JAK-STAT (principalement STAT5), la voie PI3K-AKT et les MAPK*"*27,

L’IL-2 a été identifiée pour la premicre fois en 1976 en tant que facteur de croissance
dans des cultures de LT in vitro®™*. Chez le LT CD8", le signal via I’IL-2 est nécessaire pour
augmenter la prolifération, donc I’amplitude de la réponse et la différenciation en SLEC. Par
exemple, suite & I’immunisation avec Lm ou VV, I’expression de CD25 sur les LT CD8" est
requise pour une expansion maximale et la génération de SLEC lors des réponses primaire et

secondaire®*. L’IL-2 joue aussi un role sur la fonctionnalité des LTm CDS8". Lors d’une
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infection avec LCMV, I’absence de CD25 chez les LT CD8" affecte peu le nombre de LTe et
de LTm formés alors que la réponse secondaire est grandement diminuée. Les LTm CDS8"
CD25 déficients proliférent, mais ne s’accumulent pas lors d’une seconde infection avec le
méme agent pathogéne'***. De plus, un signal faible de I'IL-2 au moment de I’activation
diminue 1’expansion clonale et altére la réponse secondaire, alors qu’un signal fort favorise la
prolifération et la différenciation en SLEC. En effet, 3,5 jours suivant une infection LCMV,
I’expression élevée de CD25 (signal fort) permet d’identifier les cellules qui proliféreront plus
et deviendront des SLEC, alors qu’une expression plus faible est associée a la réexpression de
CD127 et CD62L, a la survie des LT CD8" et leur capacité de s’accumuler lors d’un
challenge®’. Lors d’infection de souris avec LCMV, les LT CD8" n’exprimant pas CD25
présentent une diminution des SLEC et des fonctions effectrices corroborant ces données™*.
L’IL-2 contribue a la différenciation en SLEC grace a I’'induction du facteur de transcription
Blimp-17">*7°. A son tour, Blimp-1 inhibe I’expression de CD25 7 a 9 jours post infection
avec LCMV, un moment ou les SLEC ne requicrent plus le signal via I'IL-2 pour se

277 Globalement, ces études

différencier et ou son absence contribue a induire leur apoptose
démontrent que I’IL-2 est importante pour la prolifération et la différenciation en SLEC lors

de la réponse primaire ou secondaire des LT CDS'".

1.3.1.4 L’interaction avec la cellule présentatrice d’antigéne

Pour chaque épitope, il existe environ 80 a 1200 LTn CD8" qui leur sont
spécifiques®™*”. Pour augmenter la probabilité de rencontrer leur Ag spécifique sur une CPA,
les LTn recirculent constamment entre les ganglions lymphatiques. L’activation du LT est
divisée en trois phases d’aprés son niveau de motilité. Premiérement, 5 a 10 h post
immunisation, le LT CD8" s’immobilise a plusieurs reprises formant des contacts transitoires
(1-30 minutes) avec des CD présentant son Ag spécifique (phase I). Deuxiémement, 10 a 20 h
post immunisation, le LT CDS8" établit un contact prolongé pouvant atteindre plusieurs heures
(30 minutes a 3 heures) avec une CD (Phase II). Troisiemement, 20 a 40 heures post
immunisation, le LT CD8" regagne sa motilité interagissant de fagon transitoire avec les CD
(Phase II1)***!. Ces deux études ont été réalisées avec des immunisations de CD chargées

280,281

avec un Ag , mais il est probable que ces mémes séquences se produisent aussi lors
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d’interactions productives avec d’autres CPA. Dés les premieres heures suivant 1’activation
(2-8 heures), les LT CD8" acquiérent un phénotype activé (augmentation de 1’expression de
CD25, CD69 et CD44). Quant a ’acquisition des fonctions effectrices (sécrétion IL-2, IFN-y),
elle correle avec les interactions stables avec des CD (phase II). Finalement, la prolifération

281

débute alors que les LT CDS8" retrouvent leur motilité (Phase IIT)**'. Une fois activés, les LTe

CD8" sortent des ganglions lymphatiques ou de la rate afin de migrer au site d’infection.
Grace a des CPA artificielles exprimant I’Ag et la molécule de costimulation CDS8O0, il a été

montré qu’une stimulation de 2 h est suffisante pour induire 1’activation®*

alors qu’une
stimulation de 20 h est nécessaire pour induire 1’accumulation et la différenciation en LTe
fonctionnels”™®. D’autres études démontrent qu’une activation de 24h a 48h est suffisante pour
induire la différenciation en LTm fonctionnels. En effet, des LT CD8" reconnaissant GP-33
activés in vitro durant 24 h et transférés in vivo ont formé des LTm?**. De plus, lors
d’infection Lm, la diminution de la durée de I’infection par I’administration d’antibiotique

aprés 24 h permet aussi la génération de LTm?*

nécessaire pour la formation optimale des LTm™".

. Une interaction de 48 h est cependant

1.3.1.5 Les propriétés et les phénotypes cellulaires des LT effecteurs

L’activation des LTn CD8" induit un programme génétique menant a la différenciation
en effecteur. Des études d’analyse de signatures géniques ont démontré qu’environ 4000 genes
sont différemment exprimés entre les LTe et les LTn*"***, Premiérement, tel que mentionné
précédemment, il y a acquisition d’un phénotype activé. Suite a une infection LCMV, au pic
de la réponse, 1’expression de plusieurs molécules est augmentée chez les LTe notamment
I’expression de CD44, CD43, CD27 et CD28. D’autres molécules comme CD62L ou Bcl-2
sont diminuées chez les LTe*’. Cette liste de molécules n’est pas exhaustive, la quantité de

287,288

molécules variant entre les LTn et les LTe est bien plus importante . Deuxi¢ment,

I’acquisition de fonctions effectrices comme la sécrétion de cytokine et ’activité de cytolyse

289

débute™”. La production de ces cytokines peut varier selon les conditions d’activation et de

I’infection qui est en cours. Les principales cytokines produites par les LT CD8" sont I'IL-2, le
TNF-o, 'IFN-y et 'IL-10*°. L’activité de cytolyse est possible grice a la sécrétion de

291

perforine et de granzymes ainsi qu’a I’expression de FASL”"". Troisiemement, 1’expression

50



des genes associés a la prolifération sera augmentée afin de provoquer 1’expansion massive
des LT CDS8". Chaque LT pouvant subir jusqu’a 19 rondes de division cellulaire, la population
présente au pic de la réponse peut représenter 20 000 a 400 000 fois le nombre de précurseurs
naifs”™. Quatriémement, afin d’assurer cette prolifération massive, il y a un changement de

I’état métabolique des cellules®**".

Cinquiemement, 1’expression des récepteurs de
chimiokines et des molécules d’adhésion sera modifiée afin de favoriser la sortie des organes
lymphoides vers le site d’infection. L’expression de CD62L et de CCR7, des molécules
importantes pour I’entrée des LT dans les ganglions lymphatiques, est diminuée®”*. De fagon
concomitante, 1’expression de récepteurs de chimiokines comme CXCR3 et CCRS est

augmentée afin de favoriser la migration aux sites d’infection™**%>2.

Lors de la réponse effectrice, selon I’expression de KLRGI1 et CD127, quatre
populations de LTe sont présentes. Les LTn expriment fortement le CD127, mais pas la
molécule KLRG1?*". Suite a une infection, il y a d’abord diminution de I’expression de
CDI127 pour former les EEC (Early Effectors Cells) exprimant KLRG1™**CD127™" qui
représentent une population moins différenciée pouvant générer des SLEC et des MPEC**"2".
Par la suite, ’expression de KLRG1 augmente chez certains LTe formant les SLEC exprimant
KLRG19¥CD127™"¢ destinés a4 mourir par apoptose. Une autre population augmente
I’expression de CD127 pour générer les MPEC qui expriment KLRG1#P°CD127%¢* et ¢’est
parmi cette population que se retrouvent les LT CD8" qui formeront les LTm””. La quatriéme
population exprimant KLRG19"“CD127%*"¢ est nommée DPEC (Double Positive Effector
Cells), mais elle a tres peu été étudiée. Lors d’une infection, I’expression élevée de KLRG1
permet d’identifier les LTe qui mourront par apoptose. En effet, 4 ou 5 jours suivant une
infection LCMV (avant le pic de la réponse), alors que l’expression de CDI127 est
uniformément diminuée, le transfert de LTe exprimant un niveau élevé de KLRGI1 dans des
souris receveuses permet la différenciation en SLEC suivie par une apoptose massive tandis
que le transfert des LTe exprimant un niveau intermédiaire de KLRGI1 permet la
différenciation des MPEC qui survivent a long terme™***". Au pic de la réponse, I’expression
¢levée de CD127 identifie les MPEC qui se différencieront en LTm. Huit jours suite a une

infection avec LCMYV, les LTe triés selon leur expression forte de CD127 et transférés dans
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des souris receveuses formeront des LTm capables de répondre rapidement lors d’une

28 A l’opposé, le transfert

infection avec Lm-GPs3 (un peptide de la glycoprotéine de LCMV)
de LTe exprimant faiblement CD127 ne permet pas la génération de LTm”®. Suite a une
infection avec VSV-OVA, I’expression de CD127 par les LT OT-1 est aussi nécessaire pour la

. 297,299
formation de LTm <"

. Toutefois, outre I’expression de CD127 et KLRGI et leur capacité a
survivre, les SLEC et les MPEC ont un phénotype et des fonctions effectrices similaires
(sécrétion cytokine et cytotoxicité)™ ce qui est confirmé par une hybridation sur puce d’ADN
démontrant que seulement 79 génes varient entre ces deux populations®’. Cependant, les LTe

KLRG]™emediaire (\PEC) séerétent plus d’IL-2 que les KLRG19®¥ (SLEC)*’.

1.3.1.6 L’épuisement des lymphocytes T CD8"

Lorsque I’Ag persiste dans 1’organisme comme dans des cas d’infection chronique
(HIV, hépatite C) ou de cancer, les LT CD8" deviennent épuisés, contribuant a 1’incapacité de
I’organisme a éliminer 1’envahisseur. Cet état d’épuisement est caractérisé par I’expression de
molécules coinhibitrices, une fonctionnalité défaillante et une incapacité a proliférer. Les LT
CDS" épuisés expriment plusieurs récepteurs inhibiteurs dont PD-1, Lag-3, 2B4, CTLA-4 et
CD160, tous des membres de la superfamille CD28'**%. PD-1 joue un réle primordial dans
I’établissement de I’épuisement puisque le traitement de souris infectées chroniquement avec
LCMYV clone 13, traitées avec un Ac bloquant contre PD-1, recouvrent leur capacité a
proliférer et leur fonctionnalité, diminuant la charge virale®”' %%, Toutefois, PD-1 n’agit pas
seul puisque le blocage simultané de plusieurs récepteurs inhibiteurs augmente le

. . 300
recouvrement des fonctions effectrices

. Dans des modeles d’infection chronique avec
LCMYV clone 13, il a été démontré que les LT CD8" avaient une sécrétion moindre d’IFN-y, de
TNF-a et d’IL-2, une cytotoxicité¢ défaillante, de méme qu’une incapacité a proliférer. La
perte de fonction effectrice s’effectue de fagon hiérarchique, débutant par la perte de sécrétion
d’IL-2, de TNF-o et finalement de I’IFN-y. Le niveau d’épuisement est corrélé avec la

quantité d’Ag présent et peut ultimement mener a la délétion des LT CD8" spécifiques de

I’Ag’®3% . Une fois épuisés, les LT CD8" requiérent la présence de I’Ag pour survivre, mais

52



pas de I'IL-7 ni de I'IL-15, des cytokines requises pour la prolifération homéostatique des

LTm306

1.3.2 La phase de contraction

Lorsque I’infection ou la source d’Ag est éliminée, la majorité des LTe (90 %) meurent
par apoptose durant la phase de contraction. Les différents mécanismes d’apoptose ne sont
probablement pas mutuellement exclusifs, contribuant tous a la contraction, mais il n’est pas

encore évident si ces mécanismes operent de fagon ordonnée ou aléatoire.

L’apoptose peut étre induite activement et de fagon extrinséque par la liaison de
récepteurs de surface activés par leur ligands comme FasL (CD95L), TRAIL (TNF-related
apoptosis-inducing ligand) ou TNF. Leurs récepteurs sont respectivement nommés Fas
(CD95), TRAILR1/2 et TNFRI. Ces récepteurs contiennent des domaines de mort dans leur
portion intracellulaire (death domain, DD). Lors de la liaison de CD95L a CD95, il y a
trimérisation des récepteurs. Les domaines DD permettent de recruter la protéine adaptatrice
FADD (Fas-associated DD), qui recrute les pro-caspase 8 et 10. La proximité des procaspases
permet leur activation autoprotéolytique pour ensuite activer les caspases effectrices 3,6 et 7
ce qui mene a I’apoptose. Les caspases 8 et 10 peuvent aussi induire 1’apoptose en clivant BID
(BH3-interacting-domain death agonist) pour former tBID (truncated BID), qui permet le
relargage du cytochrome C de la mitochondrie et 1’induction de 1’apoptosome, qui clive la
pro-caspase 9, qui clive a son tour les caspases effectrices 3, 6 et 7°°"°%. Les autres récepteurs
de mort induisent 1’apoptose de fagon similaire en induisant les caspases effectrices et en

déstabilisant la mitochondrie®”~"

. Les LTe ne doivent pas étre sensibles a I’apoptose a tout
moment, une régulation de ces récepteurs est donc présente. Par exemple, I’induction de
I’apoptose par CD95 est régulée a plusieurs niveaux. D’abord, la sensibilité a 1’apoptose par
FAS est régulée par I’expression de cFLIP, une molécule qui a la capacité d’inhiber
I’activation des caspases 8 et 10. Ainsi, les LTe n’exprimant pas cFLIP sont plus sensibles a

311,312

I’apoptose par CD95 . Ensuite, I’expression de molécules de pro-survie comme Bcl-2 ou
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Bcl-X| peut stabiliser la mitochondrie®". Finalement, I’inhibition de CD95L suite au signal de

costimulation diminue I’interaction possible avec son récepteur’ .

Le manque de signaux de survie (nutriments, cytokines) peut induire I’apoptose de
fagon passive ou intrinséque aux cellules. Cette mort est aussi nommée ACAD (Activation
Cell-Autonomous Death). En effet, lors d’infection, il a ét¢ démontré que plusieurs cytokines
régulent 1’expansion clonale ainsi que la contraction des LT CD8". La capacité des LTe a
répondre a différentes cytokines peut aussi influencer leur capacité de survie. Des expériences
ou de I’IL-2 ou de I’IL-15 ont été ajoutées lors de la contraction ont augmenté la génération de
LTm présents, en appui avec le mécanisme d’apoptose induit par la compétition pour les
cytokines®*>'®. Cette mort par ACAD dépend essenticllement de la perméabilisation de la
membrane externe de la mitochondrie, ce qui induit le relargage de cytochrome C qui lie
APAF (apoptotic-protease-activating factor 1) pour former 1’apoptosome qui recrute la
pro-caspase 9 menant a I’apoptose. Le ratio intracellulaire des molécules de la famille Bel-2
(B-cell lymphoma 2) pouvant stabiliser ou déstabiliser la mitochondrie est important pour
réguler ce mécanisme d’apoptose. Bcl-2 et Bel-X; ont un réle pro-survie, alors que BIM et
PUMA sont pro-apoptotiques. La molécule BIM (Bcl-2-interacting mediator of cell death)
joue un réle important lors de la contraction. Chez des souris BIM” infectées avec HSV ou
LCMV, les LT CD8" Ag spécifiques survivent en plus grand nombre suite a 1’élimination de
I’infection générant plus de LTm’'"'®. Des expériences avec des OT-1 BIM™ en compétition

19 ,
. D’autres études

avec des OT-1 sauvages démontrent que I’effet de BIM est intrinséque’
démontrent que la contraction serait programmée dés ’activation du LT CDS". En effet, la
diminution de la durée d’une infection Lm par des antibiotiques ou la diminution de la dose
bactérienne administrée n’affecte pas le moment ou la contraction débute ni sa cinétique’™. La
cinétique de contraction serait prédéterminée, mais 1’ajout d’un excédent de cytokines

augmenterait la prolifération et la survie des LTe, diminuant ainsi leur niveau de contraction.

La restimulation des cellules effectrices par 1’Ag en absence des molécules de

costimulation peut aussi induire 1I’AICD (Activation Induced-Cell Death). Ce terme est né en

54



1989 lorsque le groupe de Green a observé que des hybridomes T et des thymocytes

mourraient par apoptose suite a une stimulation de leur TCR**!

. Cette induction de I’apoptose
dépend de la liaison des récepteurs par FasL, TRAIL et TNF, mais aussi de mécanismes
indépendants de ces récepteurs de mort’™. Si des LTe sont stimulés via leur TCR 4 & 7 jours
post-infection, il y a induction de CD95L, qui peut induire I’apoptose chez la cellule qui
I’exprime ou chez une cellule voisine. L’importance de CD95/CD95L dans le contrdle de la
prolifération est démontrée par le fait que des souris ou des patients ou cette voie est non

fonctionnelle présentent des symptomes de lymphoprolifération®**~*,

1.3.3 La phase mémoire

Suite a la phase de contraction, les LTm CDS8" qui survivront a long terme sont formés.
Ces LTm peuvent survivre durant plusieurs mois chez la souris et plusieurs années chez
I’humain et assureront la protection a long terme de I’organisme contre une réexposition au
pathogéne. Les LTm se distinguent des LTn par plusieurs propriétés, notamment leur
phénotype (1), ’acquisition rapide de propriété effectrice lors d’une seconde rencontre avec
I’Ag (2), une prolifération homéostatique importante (3) ainsi qu'une indépendance du signal

RCT pour leur survie (4). Plusieurs populations de LTm existent : les Tcwm, les Tpwm et les Trym.

1.3.3.1 Les populations de LTm

Les différentes populations de LTm se distinguent d’apres 1’expression de molécules
qui régulent leur localisation anatomique. A la fin des années 1990, les LTm retrouvés dans la
circulation sanguine humaine ont été subdivisés en deux populations : les LTm centraux (Tcym)
et les LTm effecteurs (Tgy)*>. Ces populations ont aussi été identifiées et exhaustivement
caractérisées chez la souris suite a des infections avec Lm et LCMV>2. Les Tcm sont
caractérisés par une expression ¢levée de CCR7, CD62L et CD27. Ils résident principalement
dans les organes lymphoides secondaires et ils n’ont pas une fonction cytolytique immédiate.
Les Tgm sont caractérisés par une faible expression de CCR7 et CD62L ainsi qu’une

expression faible ou intermédiaire de CD27. Ils se retrouvent dans les tissus non lymphoides
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(poumonts, foie, etc.) et ils sont capables de cytolyse immédiate lors de la rencontre de leur Ag
spécifique servant de premiére ligne de défense’”>?’. Les Tcy produisent d’importante
quantité d’IL-2 et proliférent plus rapidement que les Tgy leur permettant de générer plus
d’effecteurs secondaires capables d’¢liminer une infection avec LCMV ou VV plus
efficacement’*. Des marquages CFSE et des expériences d’incorporation de BrdU ont montré
que les Tey ont aussi une prolifération homéostatique plus importante que les Tey2". Les Tey
et Tgm maintiennent un phénotype caractérisé par 1’expression élevée de CD44, Ly6C, CD122,

CD132 et CD11a%%%3%6,

Plus récemment, une population de LTm résidant dans les tissus suite a une infection,

28,32 o) .
328329 Des expériences de parabiose

a été identifiée et nommée Try (tissus-resident memory)
murine montrent que les LTm dans plusieurs tissus (ganglions lymphatiques, rate, foie, moelle
osseuse) atteignent un équilibre en 1 ou 2 semaines, démontrant leur migration continuelle.
Toutefois, la migration vers certains tissus (épithélium de la peau, lamina propria (intestin),
cerveau) est limitée suite a une infection VSV>°. Cette différence s’explique par le fait que
suite a différentes infections (HSV et VSV cutanée, LCMV 1i.p.), des Trm sont générés et

ceux-ci demeurent dans les organes non lymphoides, comme la peau ou I’intestin, pour assurer

une protection localement. Ces Trym expriment CD103 et CD(9??6-328:329.331

1.3.3.2 Les propriétés et les phénotypes cellulaires des LT mémoires CD8"

Plusieurs études ont été réalisées sans distinction entre les différentes populations de
LTm connues aujourd’hui. Ces études ont tout de méme contribué a définir les propriétés des
LTm. Chez la souris, il faut un minimum de 40 jours afin de former des LTm fonctionnels et
cette différenciation peut prendre plusieurs mois>**~2°. En effet, suite 4 une infection LCMV,
lorsque des LT CDS8" spécifiques de I’Ag sont triés & différents temps (jours 8, 15, 22 ou 40
post-infection) et transférés dans des souris receveuses, seuls les LT triés au jour 40 sont
capables de prolifération homéostatique et acquierent la capacité de répondre rapidement lors

d’une seconde infection, deux propriétés des LTm?**. Toutefois, 1’inflammation présente au
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moment de 1’activation influence le rythme de conversion des LTe en LTm. Une inflammation

faible accélere la différenciation en LTm'%*%2,

Plusieurs facteurs confeérent aux LTm la capacité de répondre plus rapidement lors
d’une seconde infection. Premiérement, suite a une infection, le nombre de précurseurs
mémoires est augmenté par rapport au réservoir initial de LTn spécifiques pour le méme
Ag*®. Deuxiémement, les LTm répondent a la présence de cytokines (IL-12, IL-15, IL-18,
IFN de type I), indépendamment de la reconnaissance de leur Ag****. Par exemple, lorsque
des LTm générés suite a une infection LCMV sont isolés et exposés a I'[L-12 et a I’IL-18
durant 5 h in vitro (préactivation) puis transférés dans des souris receveuses infectées avec
LCMYV, la diminution de la charge virale est plus importante qu’en absence d’exposition a ces
cytokines®*”. Cette préactivation des LTm augmente leur prolifération et leur sécrétion de
cytokines (IFN-y et TNF-a) suite a 1’exposition a leur Ag spécifique’*. Troisiémement, au
sein du ganglion lymphatique, les LTm ont une capacité accrue de migrer vers les CPA
activées par un pathogéne favorisant la rencontre avec leur Ag spécifique. En effet, dans un
modele d’infection a LCMV, les Tcum expriment des niveaux plus élevés de CXCR3, ce qui
augmente la rapidité avec laquelle ils migrent vers les macrophages sécrétant les ligands
CXCL9 et CXCL10™*. Quatriémement, les fonctions effectrices (sécrétion de cytokines et
cytolyse) et la prolifération sont activées plus rapidement chez les LTm que les LTn. Les ARN
messagers de ’IFN-y et de la perforine sont présents chez les LTm, ce qui leur permet de
produire les protéines trés rapidement au moment de la seconde rencontre avec leur Ag
spécifique®*°. Des modifications de la chromatine facilitent la transcription des génes
conférant les propriétés effectrices rapides des LTm*>"**’. Dans un modéle d’infection avec
Lm, la sécrétion d’IFN-y par les LTm a pour effet de recruter et d’activer rapidement des
cellules innées (monocytes, neutrophiles, macrophages, CD, cellules NK et NKT) qui
contribuent a contrdler le pathogéne®*’. Cinquiémement, le RCT serait plus sensible, mais ce
phénotype est controversé. Certains groupes démontrent que 1’augmentation de la sensibilité
n’est pas causée par une augmentation de 1’affinité du RCT, mais plutot par une modification
de la transmission du signal RCT. En effet, les LTm expriment plus de LCK, requis pour

341

initier la signalisation du RCT, que les LTn™"". De plus, suite a la stimulation du RCT in vivo
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et in vitro avec une méme quantité de peptides, la phosphorylation d’ERK1/2 est plus

8 Tes LTm contiennent aussi plus de

importante chez les LTm que chez les LTe
nanoagrégats (nanoclusters) de RCT que les LTn ce qui facilite la synapse immunologique
favorisant leur activation (expression de CD25 et CD69 et sécrétion d’IFN-y)342. Finalement,
I’exposition de LTm, générés suite a une infection Lm, a I’'inflammation induite par une autre
infection (LCMV), augmente la sensibilit¢ de leur RCT. En effet, lors de restimulation
in vitro, une quantité plus faible de peptides est requise pour induire la production maximale
d’IFN-y chez les LTm exposés a I’inflammation comparativement aux LTm non exposés.
L’exposition des LTm a I’inflammation augmente aussi la phosphorylation de ERK1/2 suite a

A I’opposé, le groupe de Bevan a observé

la stimulation du RCT avec un anti-CD3 in vitro
que, comparativement aux LTn, en absence d’inflammation, les Tcym nécessitent une quantité
plus grande d’Ag in vivo, donc un signal plus fort du RCT, pour induire la phosphorylation de
ZAP-70 et leur prolifération. Ainsi, le RCT des LTm serait moins sensible que le RCT des
LTn’*. Une expression plus faible du RCT et I’augmentation de 1’expression de phosphatase
chez les LTm contribuent a diminuer I’intensité du signal RCT**. Cependant, cette étude n’a
pas étudié I’acquisition des fonctions effectrices chez les LTn et les Tey. Chez les LT CD4”,
une phosphorylation importante des chaines du CD3, donc un signal fort du RCT, est requise
pour induire leur prolifération alors qu’un signal plus faible permet leur sécrétion des
cytokines®*. Il est donc possible que le signal du RCT influence différemment la sécrétion de
cytokines et la prolifération chez les LTm. Un autre groupe a observé que les LTn proliférent

35 C’est possiblement I’augmentation du nombre précurseur et la réceptivité

plus que les LTm
plus grande aux cytokines, et non la sensibilité accrue du RCT en soi, qui permettent une
accumulation plus importante des LTm suite a une seconde infection avec le méme pathogene.
D’autres études seront nécessaires afin de mieux comprendre les facteurs importants pour la

prolifération des LTm.

1.3.3.3 L’homéostasie et la survie des LT mémoires CD8"

Afin de survivre, les LTm CD8" requiérent des signaux via I'IL-7 et I'TL-15%%°%63%7,

L’IL-7 agit en permettant la survie des LTm. Lors d’infection avec VSV-OVA de souris
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transférées avec des OT-1 et des OT-1 IL-7R”, les LTm IL-7R”" ne survivent pas en raison
d’une diminution de I’expression de Bcl-2*". La surexpression de Bcl-2 permet de restaurer la
survie des LT CD8" déficient en IL-7R**®. Des souris dont I'IL-7R est muté (Y449)
empéchant la signalisation du récepteur ont été¢ générées. L’infection avec Lm-SIY (le peptide
SIYRYYGL (SIY) est immunodominant lorsque présenté par le K° chez les C57BL/6) de ces
souris IL-7R Y449 génére une réponse effectrice similaire a celle de souris sauvages mais peu
de LTm CD8" spécifiques envers SIY sont présents 60 jours post-immunisation et ne sont pas
maintenus au cours du temps (jour 100). La prolifération des cellules entre les jours 60 et 100
ne peut pas expliquer la diminution des LTm CD8" IL-7Ro Y449 car elles incorporent
efficacement le BrdU*®. Un défaut dans la transmission du signal via le récepteur a I’IL-7

affecte donc la survie des LTm.

Quant a I’'IL-15, il permet la prolifération homéostatique des LTm. L’infection avec
LCMV de souris IL-15" ou IL-15Ra” permet de générer une réponse effectrice similaire aux
souris IL-15"" et de former des LTm fonctionnels®*’. Cependant, le nombre de LTm CD8"
Ag-spécifiques décroit au cours du temps en raison d’une diminution de leur prolifération
homéostatique. En effet, les LTm de souris IL-15" ou IL-15"" marqués au CFSE et transférés
dans des souris receveuses IL-157" ne proliférent pas alors que le transfert dans des souris

receveuse IL-157"
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permet leur prolifération démontrant le réle de I’Il-15 dans la prolifération
homéostatique™'. Afin de maintenir le nombre de LTm constant, certaines cellules doivent
mourir suite a la prolifération homéostatique. Lors de la prolifération des Tcm
(CD62LYCD279%Y), une population nommée Tpy (death intermediate memory cells) est
générée. Ces Tpp expriment faiblement CD62L et CD27, ils sont non fonctionnels et ils

présentent une signature apoptotique les destinant a la mort, ce qui les distingue des Tey .

Les LTm CDS8" ne requiérent pas de signal RCT via I’interaction avec le CMH pour
leur survie. D’abord, des LTm CD8" transférés dans des souris n’exprimant pas de CMH 1
survivent au cours du temps et maintiennent leur fonctionnalité (sécrétion rapide de cytokines

cor (351 . o . o .
et prolifération)™ . Plus récemment, suite & une immunisation avec des CD-OVA, I’expression
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du RCT chez les CD8  Ag-spécifiques a ¢été abolie au stade mémoire
(jour 40 post-immunisation) grace a un systeme inductible a la tétracycline. En absence de
RCT, les LTm CDS8" survivent au cours du temps (150 jours), sont fonctionnels (sécrétion
IFN-y) et s’autorenouvellent au méme rythme que les LTm CDS8" exprimant le RCT puisque le
BrdU est incorporé de fagon similaire. En absence de RCT, les LT CD8" sont donc

. . . : . s ; . 352
concurrentiels pour obtenir les signaux de cytokines nécessaires a leur homéostasie **.

1.3.4 Les modéles de différenciation des lymphocytes T CD8" mémoires

Comment la mémoire immunologique CD8" est-elle formée ? Le LT CDS8" est-il
prédestiné a devenir un LTe ou un LTm? Doit-il nécessairement passer par un stade effecteur
avant de devenir mémoire? Le devenir de I’effecteur demeure-t-il malléable par son
environnement une fois les contacts avec les CPA terminés? Voila des questions qui
passionnent le domaine de I'immunologie fondamentale. Plusieurs études tentent de répondre
a ces questions. Cinq modeles sont proposés pour d’expliquer le mécanisme de génération des

LTe et des LTm ainsi que la diversité des populations retrouvées (figure 11).
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A) Modéle des précurseurs distincts B) Modéle différenciation linéaire
LTm

LTn prédisposé a @ @ LT
devenir un LTm > . . . @
LTn prédisposé a @ _— @ —
1
t
devenir un LTe @ I @ LTe —> apoptose

C) Modéle du potentiel décroissant D) Modéle de la force du signal
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O —> Potentiel élevé de devenir un LTe \l/

@<t
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Figure 11. Les cing modéles de différenciation des LT CD8" mémoires. En gris, le LTn
n’ayant pas encore regu de signal d’activation. En rouge, le LTm ayant le plus haut potentiel
d’autorenouvellement et de survie au cours du temps. En mauve, un LT dans un état

intermédiaire de différenciation. En bleu, le LTe. Inspiré de *.

1.3.4.1 Le modele des précurseurs distincts

Le modéle des précurseurs distincts propose que les LTn soient prédisposés a devenir
soit un LTe soit un LTm suite a leur activation (Figure 11A). Cette prédisposition repose sur
des concentrations naturellement distinctes de différentes molécules de signalisation et de
facteurs de transcription au sein du LTn CD8" ce qui influencerait sa réponse de fagon
intrinseque. Toutefois, cette hypothése est techniquement difficile a démontrer. Allant a
I’encontre de ce modele, des études démontrent qu’un seul LTn a la capacité de générer la

diversité de LTe et de LTm retrouvée lors de la réponse immune. Pour ce faire, deux équipes
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ont transféré une seule cellule (OT-1* ou du répertoire polyclonal®) alors qu’une autre

356,35
1356357

équipe a attribué un code barre génétique a chaque OT- ou une combinaison de

marqueurs allotypiques a 8 OT-1°"

permettant de suivre les progénitures dérivant d’un seul
LTn. Ces trois études favorisent donc les quatre modeles décrits ci-apres. Cependant, puisque
chaque clone produit une progéniture variant quant a son expansion clonale et son

. 355,357,358
phénotype™>*"

, une contribution des facteurs intrinséques et extrinseques ne peut pas étre
exclue. Ces études excluent cependant la possibilité qu’un seul LTn CDS" induise une

progéniture ayant un phénotype unique.

1.3.4.2 Le modéle de la différenciation linéaire

Le modéle de la différenciation linéaire propose que tous les LTn qui sont activés
passent par un stade effecteur avant de survivre en tant que LTm ou de mourir par apoptose
(Figure 11B). Le fait que les LTm puissent étre issus d’effecteurs favorise ce mod¢ele. En effet,
dans un modéle LCMV, tous les LTe expriment la granzyme B et ont la méme capacité
cytolytique, malgré leur potentiel distinct a former des LTm d’aprés leur expression de
KLRG1?*2*_ De plus, suite a I'infection influenza de souris reporter ou 1’expression de la
granzyme B induit la production de EYFP (enhancer yellow fluorescence protein) de fagon
permanente, certains LTm formés expriment EYFP. Cette expérience ¢élégante démontre que

des LTm peuvent provenir de LTe ayant exprimé la granzyme B**°.

1.3.4.3 Le modele du potentiel décroissant

Le mode¢le du potentiel décroissant propose que les LTe adoptent un phénotype qui
correle avec leur historique de stimulation (Figure 11C). Plus les effecteurs sont en contact
avec I’Ag, les signaux de costimulation et les cytokines, plus ils proliférent et plus ils
acquierent les propriétés d’effecteurs destinés a mourir. Plusieurs études soutiennent ce
mod¢le. D’abord, dans des mode¢les ou la durée de la présentation de I’Ag est plus courte et
I’inflammation plus faible, comme I’immunisation avec des CD ou suite a 1’administration
d’antibiotiques lors d’une infection avec Lm, plus de précurseurs des mémoires sont formés et

255,361

la formation de LTm est accélérée . Ensuite, les LTn arrivant tardivement au sein des
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organes lymphoides, alors que I’inflammation est plus faible, acquiérent un phénotype MPEC
et forment plus de T A I’opposé, 1’ajout d’inflammation (injection d’IL-12 ou infection
avec Lm) lors d’immunisation avec des CD augmente la génération de SLEC, soit des
effecteurs différenciés®*. De plus, une étude démontre que, dans un modéle LCMYV, plus les
LTe sont en contact longtemps avec 1’Ag, plus ils adoptent un phénotype d’effecteurs destinés
4 mourir™’. Finalement, I’environnement influence le phénotype des LTe issus de clones
distincts. En effet, lorsqu’un seul LT CDS8" spécifique de I’OVA issu du répertoire polyclonal
est transféré dans une souris receveuse subséquemment infectée avec Lm-OVA ou VSV-OVA,
le profil des LTe générés est différent en fonction de ’infection donc de I’environnement

3% L’infection Lm induit un biais vers la différenciation en SLEC et en DPEC

inflammatoire
alors que I’infection VSV favorise les EEC et les MPEC. De plus, suite a une infection orale
avec Lm-OVA, les LTe retrouvés dans Dintestin et la rate n’ont pas le méme phénotype®™.

Tous les LTe dérivent du méme LTn transféré, I’environnement influence donc leur devenir.

1.3.4.4 Le modé¢le de la force du signal

Le modele de la force du signal propose que le devenir du LT soit influencé par la
force du signal global (Ag, costimulation et cytokines) recu au moment de son activation
(Figure 11D)*®. La principale différence avec le modéle du potentiel décroissant est que les
signaux sont donnés de fagon précoce pour influencer le devenir du LT CD8". Un signal fort
serait ici nécessaire pour induire I’expansion clonale maximale et la différenciation des
MPEC. Toutefois, un signal global au dessus d’un certain seuil induirait la différenciation
terminale des effecteurs. Les expériences démontrant le réle d’un signal RCT fort pour la
génération optimale de LTm'**"**'*? de méme que le fait qu’une bréve stimulation est

282-284

suffisante pour induire la prolifération, la formation de LTe et de LTm sont en faveur de

ce modéle.

1.3.4.5 Le modé¢le de la division asymétrique

Le mode¢le de la division asymétrique propose que les effecteurs et les précurseurs des

mémoires proviennent d’une méme cellule suite a une division asymétrique (Figure 11E).
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Suite a la division cellulaire induite lors de ’activation du LTn, la cellule proximale a la
synapse immunologique acquiert un phénotype d’effecteur et la cellule distale un phénotype
de précurseur des mémoires. En appui a cette théorie, il a été montré que suite a cette premicre
division, plusieurs composantes cellulaires sont ségrégées inégalement. La cellule proximale a
la synapse immunologique hérite de niveau plus ¢élevé de CDS§, CD3, LFA-1, IFNYR, CD69,
CD43, CD44, CD25 et de niveau plus faible de CD62L et de CD127 (IL-7Ra). La cellule
proximale a donc un phénotype d‘effecteur et la cellule distale de MPEC. Si les cellules sont
triées selon leur expression de CDS8 et transférées dans des hotes, les CD8™" (distales)
assurent une meilleure protection lors d’un challenge indiquant qu’elles ont formé plus de
LTm’*. De plus, comparativement a la cellule distale, la cellule proximale conserve une
expression plus forte de T-bet, un facteur de transcription important pour la génération de
SLEC®. Une analyse des génes exprimés par une seule cellule démontre que suite & la
premiere division, la cellule distale a un profil de Tcym alors que la cellule proximale a un
profil de SLEC®. La division asymétrique peut donc contribuer a la génération de la diversité
du phénotype observée chez les LT CD8". Ces expériences appuient aussi le modéle de la

force du signal puisque la cellule proximale regoit un signal plus fort que la distale.

Ces modeles ne sont pas mutuellement exclusifs. Il est probable que les LTn CD8"
soient intrinséquement distincts et que cela les prédispose a adopter un certain phénotype. Par
la suite la force et la durée de leur exposition a I’Ag et a inflammation influenceront leur
phénotype. Finalement, la division asymétrique des composantes cellulaire peut ajouter a cette
diversité lors de chacune des divisions. Les signaux regus au moment de la présentation de
I’Ag de méme que ceux percu tout au long de ’infection vont affecter les choix différenciation
des LTe. Il est aussi probable que la CPA avec laquelle le LT va interagir de méme que
I’activation d’autres voies de signalisation affectent la qualité des signaux regu ainsi que
I’expression de différent facteurs de transcription et contribue ainsi a la diversité¢ des

différentes populations de LT CD8" générés au cours de la réponse immune.
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1.3.5 Les facteurs de transcription impliqués dans la réponse des LT CD8"

L’ensemble des signaux pergus au moment de la reconnaissance antigénique module le
programme génétique induit chez le LT CDS8", ce qui influence son devenir. Certains facteurs
de transcription jouent un role dans la différenciation terminale des LT CD8" et I’acquisition
des fonctions effectrices alors que d’autres permettent la différenciation en LTm. Les
principaux facteurs de transcription controlant ces éveénements identifiés a ce jour sont
détaillés dans les sections suivantes. Il faut étre conscient que ces facteurs de transcription sont
présents simultanément dans la cellule et que c’est leur ratio, leur expression relative, qui
dictera le devenir du LT CDS8". La figure 12 représente ’expression relative de ces facteurs de
transcription par les SLEC et les MPEC. Les SLEC et les MPEC ont un patron d’expression
réciproque des 3 paires de facteurs de transcription suivant : T-bet et Eomes, Blimp-1 et Bcl-6,
Id2 et Id3. Cette expression différentielle des facteurs de transcription est certainement
responsable de 1’établissement du programme génétique permettant au MPEC de survivre,

alors que les SLEC sont voués a la mort par I’apoptose.

Short Lived Effector Cells

Tbetélevé
Eomesfaible
Blimp¢iere AEC > Apoptose
Bdsfaible CD127fible -~
| 2¢leve KLRG1¢levé
|d3faib|e

Memory Precursor Effector Cells
Tbetfaible
Eomesélevé
B“mpintermédiaire MPEC >
BC|6éIeve’ CD127é|evé
|d2intermédiaire KLRGlfaible
|d3é|evé

Figure 12. Expression relative des facteurs de transcription par les SLEC et les MPEC.
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1.3.5.1 T-bet et Eomes

Les facteurs de transcription T-bet, encodé par le geéne 7hx2I, et eomesodermin
(Eomes) font partis de la famille des facteurs de transcription T-box. T-bet et Eomes sont
inversement exprimeés : T-bet est plus exprimé chez les SLEC, des cellules complétement
différenciées, et décroit chez les LTm CD8" alors que 1’expression d’EOMES est plus forte
chez les MPEC et les LTm CDg8" 231234367368 ' pat et plus exprimé chez les Tev® alors
qu’EOMES est plus fortement exprimé chez les Tey . T-bet et Eomes ne sont pas détectables
chez les LTn CD8". Leur expression est induite par le signal RCT*"°. A I’aide de stimulation
anti-CD3/CD28 in vitro, il a été démontré que T-bet est induit rapidement (expression
maximale a jour 3), alors qu’Eomes est induit plus tardivement (expression maximale a jour
8). Suite au signal RCT, I’expression d’Eomes dépend de [I’activation de N-ras et
subséquemment de la voie PI3Ky-AKT, mais pas de la voie ERK’’'. L’inflammation régule
aussi I’expression de T-bet et Eomes. Le signal via le récepteur a I’IL-12, induit I’expression
de T-bet chez les LT CD8" de facon dose-dépendante®'***. A ’opposé, un signal via I'[L-12

inhibe I’expression d’Eomes™ .

T-bet et Eomes ont des fonctions redondantes afin de générer des LTe CDS"
fonctionnels. En effet, ils collaborent pour induire la production d’IFN-y et permettre 1’activité
cytolytique grace a la production de granzyme B et de perforine. Dans un mod¢le d’infection
LCMV de souris dont les LT n’expriment pas T-bet seulement, Eomes seulement ou T-bet et
Eomes (T-bet”™ -CD4-Cre, Eomes "-CD4-Cre ou T-bet™™ Eomes ""-CD4-Cre), la double
délétion est requise afin d’observer un défaut de production d’IFN-y et une diminution de
I’activité cytolytique des LTe, causée par une diminution de la production de granzyme B
ainsi que de perforine®’”. T-bet et Eomes collaborent aussi afin de maintenir les mémoires en

induisant I’expression de CD122, qui est la chaine B du récepteur a I'IL-15 et & I'TL-2%*%,

T-bet est associ¢ a la différentiation terminale des effecteurs, alors qu’Eomes est
associ¢ a la capacité des cellules a survivre au cours du temps. T-bet est requis pour la

génération des SLEC (CD127%"" KLRG19"*)**. En effet, T-bet a la capacité de réprimer
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I’expression de CD127 (IL-7Rax) chez les LTe CD8" lors d’une infection avec LCMV>®. De
plus, T-bet est responsable de I’augmentation de I’expression de KLRG1. La surexpression de
T-bet est suffisante pour induire la différenciation en SLEC et son absence aboli leur
différenciation”*. Ainsi, T-bet contribue directement a ’acquisition du phénotype effecteur
ainsi que des fonctions effectrices. Quant a EOMES, en plus de contribuer a ’acquisition des
fonctions effectrices, il permet aux LTm CDS8" de survivre en étant compétitifs pour occuper
leur niche et de percevoir les signaux via la cytokine IL-15°%*-"*, Suite 4 une infection avec
LCMYV, I’expression d’Eomes favorise la migration des LTm vers la moelle osseuse. Les Ty
déficients en Eomes expriment moins CXCR3 et CXCR4 des récepteurs associés a la
localisation des LTm dans la moelle osseuse. De plus, les LTm CD8" déficients en Eomes

expriment moins le CD122, les rendant moins réceptif a 1'IL-15%

1.3.5.2 Blimp-1 et Bcl-6

Les facteurs de transcription Blimp-1 (B-lymphocyte-induced maturation protein 1,
aussi PRDM1) et Bcl-6 (B-cell lymphoma 6) ont d’abord été identifiés chez les LB, comme
leur nom I’indique. Ces deux répresseurs transcriptionnels ont des fonctions antagonistes pour
influencer le devenir des LB et des LT. L’expression de Bcl-6 et de Blimp-1 est inversement

374 Reflétant

corré¢lée et chacun de ces facteurs a la capacité d’inhiber la transcription de I’autre
cette inhibition mutuelle, la délétion de Blimp-1 augmente les niveaux d’expression de
Bcl-6272"°, Dans la derniére décennie, leurs roles ont été étudiés chez les LT CDS".
L’expression de Blimp-1 est maximale chez les SLEC et décroit chez les LTm, étant le moins
exprimé chez les TCM275.

principalement I'IL-2, mais aussi I'IL-4, I’IL-12, IL-21 et I’IL-27**%*"**"" L expression de

L’expression de Blimp-1 est induite par différentes cytokines,

Bcl-6, induite suite & I’activation des LT"**"°, est plus importante chez les MPEC que les
SLEC***_ Elle augmente chez les LTm CD8™*" étant plus exprimé chez les Ty que les

381

Blimp-1 induit la différenciation terminale des LB en plasmablastes®”*. De méme, chez

les LT CD§", il promeut la différenciation terminale en SLEC. En absence de Blimp-1 chez les
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LT CDS8’, plus de MPEC sont présents au pic de la réponse et les LTm formés ont un

213277 ot influenza®”. Notre laboratoire a démontré

phénotype Tcwm suite a une infection LCMV
que, suite a ’activation des LT CDS8", I’IL-2 est nécessaire pour augmenter 1’expression de
Blimp-1 et conséquemment induire la formation des SLEC lors d’immunisation avec des CD,

276

un modéle peu inflammatoire””. L’expression de Blimp-1 augmente la production de

cytokines (IFN-y, TNF-o) et augmente la cytolyse en régulant la production de

276375 Blimp-1 influence aussi I’expression d’autres facteurs de transcription

granzyme B
importants dans la génération des SLEC et des MPEC comme T-bet, Eomes et Bcl-6>""""".
Dans le mode¢le influenza, Blimp-1 permet la sortie des organes lymphoides vers le site
d’infection. En effet, 1’absence de Blimp-1 augmente [’expression de CCR7 et
diminue I’expression de CCR5, causant une diminution des LTe présents aux poumons® .
Finalement, dans le mode¢le influenza, Blimp-1 permet une meilleure réponse effectrice
secondaire’”®. Lors d’immunisation avec les CD, la délétion de Blimp-1 n’affecte pas la
formation de LTm ni la réponse secondaire’’®. Il est possible que la faible inflammation
induise I’expression de Blimp-1 a un niveau plus faible que lors d’infection, diminuant sa
capacité¢ a réprimé Bcl-6, n’affectant donc pas la réponse mémoire. Blimp-1 est aussi un
répresseur d’Id3 qui, lui, promeut la survie des cellules, un mécanisme contribuant a inhiber la
génération de LTm en empéchant la survie des cellules lors de la contraction®®. Récemment, il
a été démontré que Blimp-1 inhibe directement deux génes, i/2ra et cd27, importants pour les
LTm CD8". Blimp-1 y recrutent la méthyltransférase G9a et I’histone déacétylase HDAC2
induisant des modifications répressives des histones. Les génes il2ra et cd27 sont réprimés
tardivement par Blimp-1 (jour 7 a 9) suite a I’infection LCMV, un moment ou les SLEC ne
requierent plus ces signaux (cytokine et costimulation) et ou [’absence de ces signaux
contribue & induire leur apoptose®”’. En plus de préciser le mécanisme permettant a Blimp-1

de défavoriser la différenciation en LTm, cette étude élucide un des mécanismes de répression

par Blimp-1 qui pourrait s’appliquer a d’autres genes.

Le facteur de transcription Bcl6 est impliqué dans la génération des LTm, plus
particulierement des Tcy. Tout d’abord, il a été observé que, sans infection chez des souris

Bel6”, moins de LTm CD8" (CD44%Ly6C™*CD122*) et moins de Tem
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(CD44“**Ly6C™"*CD62L"") sont présents dans la rate®®'”®. De fagon concordante, des

souris surexprimant Bcl-6 ont plus de LTm et de Ten P38

. De plus, suite a 'immunisation
avec des CD-OVA, 1 et 4 semaines post-immunisation, plus de LT CDS8" spécifiques envers
I’OVA sont présents dans des souris surexprimant Bcl-6, comparativement aux souris

- - - -/-383
sauvages, et I’inverse se produit chez les souris Bcl6

. L’amplitude de la réponse est donc
affectée par Bcl-6. L’expression de Bcl-6 augmente la quantité de LTe et de LTm formée et
permet ’accumulation de Tcum (CD44éleVéLy6CéleVéCD62LéleVé)38]. Suite & une immunisation
avec VV-OVA, dans des souris surexprimant Bcl-6, plus de Tcm sont retrouvés 10 semaines
post-infection et ceux-ci ont une plus grande capacité de prolifération. Des résultats opposés

, . 381
sont observés chez les souris Bcl6

. Plus récemment, il a ét¢ démontré que Bcl-6 est
nécessaire pour I"accumulation des LTm KLRG1™"CD1279* (Tcy) de fagon intrinséque.
Pour ce faire, des souris CD8o(” irradiées ont été reconstituées avec un mélange de moelle
osseuse de souris Bel6” ou Bel6™" et CD8o” pour générer des souris dont les LT CD8"
expriment ou non Bcl-6. Cette stratégie a pour but de caractériser le role de Bcl-6 de fagon
intrinséque dans la réponse des LT CDS8" et ce, dans un environnement normal, puisque les
souris Bcl-67" survivent mais leurs organes sont enflammés en raison d’une infiltration
d’éosinophiles®™®. Ces chiméres ont été infectées avec LCMV. Au pic de la réponse, le
phénotype des LTe Bel6™ ou Bel6™" Ag spécifiques est similaire mais, au jour 40 un nombre
similaire de LTm est présent alors que le nombre de LTm KLRG1™**CD127%"¢ Bcl6™ est
diminué par rapport aux Bel-6"7"*. Cette étude ne permet pas de comparer I’amplitude de la
réponse puisque les nombres de LTe présents ne sont pas montrés. Le role de Bcl-6 dans la
génération et le maintien des LTm demandera plus d’étude. En effet, des souris ou
I’expression de Bcl-6 serait éliminée seulement chez les LT CD8" devraient étre étudiées, pour

caractériser I’impact de sa délétion dans un environnement normal.

1.3.5.3 1d2 et Id3

Les Inhibitor of DNA binding (1d) 2 et 3 sont reconnus pour leur capacité a inhiber la

liaison a I’ADN des protéines E, qui sont des facteurs de transcription. Ces inhibiteurs régulent

385

plusieurs aspects de I’hématopoiése™ . L’expression d’1d2 augmente suite a I’activation du LT
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CD8" pour étre maximale au pic de la réponse, chez les SLEC. L’expression d’Id3 est aussi

augmentée chez les LTe, mais sera maintenue chez les LTm?>2%%¢,

Id2 est responsable de la survie des LTe tot lors de la réponse immune et de la
génération de Tgm. En effet, ’analyse de la réponse contre une infection Lm dans des souris
1d27" démontre que I’absence d’Id2 diminue le nombre de LTe présents au pic de la réponse et,
conséquemment, le nombre de LTm formés™®’. 1d2 n’affecte pas la prolifération des cellules
mais leur survie, en influencant I’expression de molécules comme Bcl2 et BimEL (Bim Extra
Long) **. Chez les souris 1d2”", moins de Tey (CD62L™P°CD122™"*') sont présents et les
LTm formés suite a une infection Lm ont un phénotype Tey (CD62LICD122%¢¥
CD279CD1279%)*®7 En accord avec ces données, il a été montré que I’inactivation d’Id2

par knock in empéche la formation de SLEC suite 4 une infection Ln>*°.

Quant a Id3, il est requis pour la survie lors de la phase de contraction permettant la
génération de LTm, mais pas pour la différenciation en LTe. En effet, dans un modéle
d’infection avec VV-gp100, ot des LT CDS" pmel-1 ragl “1d37" spécifiques du peptide gp100
(un peptide de mélanome) sont transférés, aucune différence dans le nombre de LTe et de
SLEC générés n’est observée’ ™. Toutefois, en absence d’Id3, la quantité de LTm présente 35
jours post-infection est drastiquement diminuée. A ’opposé, la surexpression d’Id3 augmente
la survie de SLEC qui seraient normalement ¢liminés par apoptose, puisqu’il diminue la

382 Cette action d’Id3 est indépendante d’1d2

contraction sans affecter la prolifération des LTe
et est médiée principalement par 1’augmentation de la transcription de molécules impliquées
dans la réplication et la réparation de I’ADN, rendant possiblement les LT CD8" moins
sensibles 4 I’apoptose et augmentant ainsi leur survie’®”. Des souris knock in avec 1d3-GFP,
ont permis de montrer que les MPEC se retrouvent parmi les cellules exprimant fortement 1d3

avant le pic de la réponse contre Lm ou VSV, et que la génération de LTm requiert 1d3°*.
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1.3.6 Les voies/interactions/molécules influencant la réponse des LT CD8"

1.3.6.1 Les molécules d’adhésion

Lors de I’activation du LT CD8", il y a d’abord des contacts brefs avec la CPA et des
contacts prolongés sont ensuite établis. L ’expression de LFA-1 est induite chez les LT CD8"
suite au signal RCT et interagit avec ICAM-1 exprimée par les CD**. Cette interaction
LFA-1/ICAM-1 est requise pour permettre ces contacts prolongés et influence la réponse des
LT CD8". Lorsque des souris sauvages ou des souris [ICAM-1"" sont transférées avec des OT-1
puis immunisées avec des Ac anti-DEC205:0V A et anti-CDA40, les interactions entre les OT-1
et les CD in vivo sont plus stables et plus longues en présence d’ICAM-1. Au pic de la
réponse, il en résulte une proportion similaire de LTe. Toutefois, la contraction est plus
prononcée chez les souris ICAM-1"" générant moins de LTm pour répondre 4 I’Ag lors d’une
seconde exposition. Les LTe et les LTm générés en absence d’ICAM-1 produisent aussi moins
d’IFN-7*. Une étude précédente a démontré qu’en absence d’ICAM-1, les LTm CD8"
naturels (présents en absence d’infection chez la souris) et spécifiques de 1’Ag ont un

. L’expression des molécules d’adhésion a donc la capacité d’influencer la

phénotype Ten
réponse des LT CDS8". La force et la durée de I’interaction entre le LT CDS8" et la CD
augmentent probablement I’intensité du signal RCT et des molécules de costimulation, ce qui
influence la qualité des signaux regu ainsi que 1’état d’activation final du LT et la génération

de LTm.

1.3.6.5 L’aide des LT CD4"

L’aide des LT CD4" joue un rdle lors de I’activation des LT CDS8" afin qu’ils forment
des LTm fonctionnels®”'**2. Selon les données actuelles, le mécanisme de ’aide des LT CD4"
est le suivant : lorsqu'un LT CD4" reconnait son Ag spécifique sur une CPA, celui-ci donne
un signal via son CD40L pour activer la CPA®” ce qui engendre une augmentation des
molécules de costimulation (CD80, CD86, CD70) ainsi que la sécrétion de cytokines
inflammatoires (IL-6 et IL-12)**. L’expression de CD27, le récepteur de CD70, par les LT

CDS8" est importante afin de permettre la transmission de ’aide du LT CD4" via la CPA***>"".
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Une fois que le LT CDS8" interagit avec cette CPA, il y a induction de la production d’IL-2 qui
agit sur le LT CD8" de fagon autocrine®®. 11 est possible que le LT CD8" n’atteigne pas le
niveau d’activation requis pour une production maximale d’IL-2. Dans ce cas, la production
de ’IL-2 par les LT CD4" peut contribuer a I’activation optimale du LT CDS8". La diminution
de la production d’IL-2 par les LT CD4" peut expliquer la non fonctionnalité¢ des LTm,
puisque I’IL-2 est requise pour une expansion maximale lors d’une seconde infection avec le
méme pathogéne'’***. Un autre mécanisme qui contribue au défaut d’expansion lors de la
réponse secondaire est I’augmentation de la production de TRAIL chez les LTm lors d’une
seconde infection (28 jours post infection primaire avec LCMV), ce qui augmente leur
AICD™®. Cependant, 1’équipe de Badovinac a démontré que 1’absence de TRAIL retardait
simplement le défaut de prolifération puisque 90 jours suivant 1’infection avec LCMV, Ia
réponse secondaire redevient inefficace, ce qui n’est pas le cas suivant 60 jours''. La présence
de LT CD4" contribue aussi au maintien des LTm CDS8". En effet, une population de LTm
générée suite a une infection LCMV et transférée dans une souris CMH II”" décroit au cours
du temps™”. Finalement, I’aide des LT CD4" influence la migration des LT CD8". D’abord,
I’interaction du LT CD4  avec une CD présentant son Ag spécifique augmente leurs
productions de CCL3 et de CCL4 ce qui a pour effet d’attirer les LTn CD8" exprimant CCRS
et augmente la probabilité que le LT CD8" entre en contact avec la CD présentant son Ag
spécifique au sein du ganglion*™. De plus, de fagon indirecte, 1’aide des LT CD4" contribue a
la migration des LT CD8" effecteurs au site d’infection. Dans un modéle murin d’infection
avec HSV-2 au niveau du vagin, le recrutement des LT CD8" au site d’infection nécessite la
présence des LT CD4". Plus précisément, la sécrétion d’IFN-y par les LT CD4" induit la
production de CXCL9 et de CXCL10 au site d’infection permettant le recrutement des LTe
CD8+ exprimant CXCR3*”.

La dépendance de la réponse CD8" envers 1’aide des LT CD4" varie d’un modéle a

l,autre392,399,401,402

. En fait, une forte inflammation menant a la production de cytokines et
d’IFN de type I peut compenser le manque d’aide des LT CD4". Ainsi, I’utilisation de souches
plus ou moins virulentes et la dose administrée peuvent influencer la nécessité¢ de 1’aide des

LT CD4" pour une réponse compléte des LT CDS". De plus, certains pathogénes ont la
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capacité d’activer efficacement les CPA, par la liaison de PAMP aux TLR, augmentant
I’expression de molécules de costimulation chez les CPA, diminuant la nécessité de I’aide des

LT CD4 ™!,

1.3.6.6 La voie de signalisation WNT/B-caténine

Les protéines WNT ont été découvertes chez la drosophile et leur nom découle de la
contraction de Wingless/Integration I. Les protéines WNT sont impliquées dans de multiples
choix de différenciation cellulaire, notamment lors de I’hématopoicse, de la différenciation
thymique et du maintien des cellules souches. En absence de signal WNT, la -caténine est
phosphorylée par la GSK3[ (glycogen synthase kinase 3[) et ubiquitinée, ce qui méne a sa
dégradation par le protéasome et empéche la signalisation via TCF-1 (T cell factor 1, encodé
par le géne Tcf7). Le récepteur Frizzled est activé par la liaison de son ligand WNT inactivant
la GSK3p, ce qui stabilise la [-caténine, qui transloque au noyau afin de déplacer un
corépresseur et s’associer au facteur de transcription TCF-1, pour activer la transcription de
différents génes*”. Suite a I’activation des LT CDS8", I’expression de génes associés & la voie

WNT (Tc¢f7, Lefl, Tlel-4) est diminuée chez les LTe et augmentée chez les LTm* 4%,

L’activation de la voie WNT par un inhibiteur de GSK3p lors de la reconnaissance de
I’Ag in vitro et in vivo a diminué la prolifération des cellules et leur différenciation en LTe
(CD449CD62L™0%)  favorisant la formation de Tey (CD44%CD62LY%)*. Dans des
mode¢les ou la voie WNT est constitutivement activée, suite a 1’infection avec Lm, VV ou
LCMV, l’expansion des LT CDS8" Ag-spécifiques est diminuée par rapport aux souris
sauvages. Cependant, la contraction est diminuée en raison d’une survie accrue générant plus
de LTm, ce qui augmente la réponse secondaire’®. De plus, en absence de TCF-1 chez les LT
OT-1, I’'infection avec Lm-OVA diminue la formation de Tcum en raison d’une diminution de
I’expression d’Eomes, causant une diminution de la sensibilit¢ a I’'IL-15, qui diminue la

406

prolifération homéostatique de ces cellules™. En accord avec ces données, TCF-1 n’est pas

requis pour la réponse effectrice contre LCMV, mais pour la génération de Ty capables de
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proliférer lors d’une seconde infection*”’. Ces deux études ont aussi observé qu’en ’absence
de TCF-1 lors d’une infection avec Lm ou LCMV, I’expression de KLRG1 augmente, ainsi
plus de SLEC sont générés suggérant que TCF-1 favorise la formation de MPEC*"**"".
L’activité de la voie WNT/B-caténine doit donc étre diminuée pour I’expansion clonale

maximale des SLEC mais augmentée pour la génération de Tcm.

1.4 La voie de signalisation Notch

Une autre voie pouvant affecter la réponse des LT CDS" est la voie de signalisation
Notch. La voie de signalisation Notch a ét¢ nommée ainsi suite a I’identification d’une souche
de Drosophila melanogaster ayant les ailes dentelées (notch en anglais). Cette voie est
conservée du ver jusqu’a ’homme et régule de multiples choix cellulaires au cours du
développement de ces différents organismes. Le contexte d’activation de la signalisation
Notch déterminera si la différentiation, la prolifération ou 1’apoptose de la cellule sera induite.
Plusieurs études démontrent un réle de la voie de signalisation Notch chez les LT, mais 1’étude
de ses effets lors de la réponse immune des LT CD8" demeurent incomplets. En raison de son
implication dans les choix de différenciation cellulaire, la voie de signalisation Notch pourrait
étre impliquée dans le développement des LTe et des LTm CDS8". Le role de la voie Notch

dans le développement des LTm n’a jamais été caractérisé.

1.4.1 La biologie des récepteurs Notch

Chez les mammiféres, 5 ligands de Notch et 4 récepteurs Notch ont été identifiés. Les
ligands de Notch sont Jagged 1 et 2 (J1 et J2) (des homologues de Serrate chez la drosophile)
ainsi que Delta-like 1, 3 et 4 (DIl1, DII3 et DIl4) (des homologues de Delta chez la
drosophile). Les récepteurs Notch sont nommés Notch 1 a 4 (N1, N2, N3 et N4) (Figure 13).
Plusieurs domaines conservés sont présents sur ces ligands et récepteurs. Les récepteurs Notch
sont des hétérodiméres transmembranaires de type I liés de fagon non covalente®. Dans la
portion extracellulaire des récepteurs se retrouvent les répétitions de type EGF (Epidermal

Growth Factor-like repeats) et LIN (cysteine-rich Notch/LIN12 repeats). Dans la portion
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intracellulaire du récepteur se trouve le domaine RAM (R, RBP-Jkappa-associated module) et
six répétitions ankyrines (ANK) impliquées dans les interactions protéines/protéines. Deux
séquences de localisation nucléaires (NLS) sont aussi présentes, de méme qu’un domaine de
transactivation (TAD) et une séquence PEST (P) régulant la stabilit¢ de la protéine. Les
ligands de Notch sont aussi des protéines transmembranaires de type I contenant un domaine
DSL (Delta, Serrate and Lag?2) et des répétitions de type EGF. Seuls les ligands J1 et J2

. . . L. . . 408 .4
contiennent un domaine riche en cystéine (CR, cystein rich) ***%

A TAD ANK R LIN EGF-like repeats DSL EGF CR
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Figure 13. Schéma des récepteurs et des ligands de Notch chez la drosophile (A) et
chez les mammiferes (B). MP : membrane plasmique, P : séquence PEST, TAD : domaine de
transactivation, NLS : séquence de localisation nucléaire, ANK : répétitions ankyrine, R :
domaine RAM, LIN : cysteine-rich Notch/LIN12 repeats, DSL : Delta, Serrate and Lag2, CR :
domaine riche en cystéine. Adapté avec la permission de Macmillan Publishers Ltd : Nature

Immunology, 19 ©2004.

Pour étre pleinement fonctionnels, les récepteurs Notch transitent dans le trans-golgi ou
ils subissent un premier clivage au site S1 par une furine (Figure 14). Ce clivage permet la
formation du récepteur hétérodimérique comprenant un domaine extracellulaire et un domaine

transmembranaire. Les récepteurs peuvent subir des modifications post traductionnelles
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influengant leurs liaisons avec les ligands*'’. Par exemple, une O-fucosyltransférase peut
ajouter des résidus O-fucose aux récepteurs Notch, permettant la glycosylation par des
protéines Fringe, augmentant 1’affinit¢ du récepteur Notch pour les ligands Delta-like et

diminuant I’affinité pour les ligands Jagged*''™*"*.

1.4.2 Les mécanismes généraux de signalisation

1.4.2.1 La signalisation canonique

L’interaction d’un récepteur Notch avec son ligand induit un changement de
conformation exposant le site de clivage S2, permettant ainsi le clivage par la métalloprotéase
ADAMI0, permettant a son tour la libération et I’endocytose du domaine extracellulaire de
Notch (NECD) par la cellule qui exprime le ligand de Notch. La portion du récepteur Notch
ancrée a la membrane peut alors servir de substrat pour le complexe y-sécrétase qui clive le
site S3, libérant le domaine intracellulaire de Notch (NICD) (figure 14). Le NICD va alors
transloquer au noyau ou il déplace des corépresseurs afin de se lier a RBPJk chez la souris
(aussi connu sous le nom de CSL (CBF-1 (humain), Suppressor of Hairless (drosophile) et
LAG-1 (C. elegans)) et interagir avec MAML (Mastermind-like), pour recruter d’autres
coactivateurs notamment p300 une histone acetyltransferase qui permet I’ouverture de la
chromatine'**'®. Les corépresseurs comprennent des molécules contribuant a la localisation
nucléaire de RBPJx (SMRT) et des histones déacétylases (HDACI, HDAC2) aidant a
maintenir la chromatine dans une conformation fermée*!’. Plusieurs génes seront activés par le
déplacement de corépresseurs et le recrutement de coactivateurs, dont les membres de la
famille Hes (Hairy/enhancer of splif) et Deltex, mais aussi des genes tissus et contextes

A 410,41
spécifiques (revue dans*'**'®

) (Figure 14). Cependant, RBPJk n’est pas toujours présent a son
site consensus’'’ et certains sites lient seulement RBPJk*’. Un site de liaison RBPJk n’est
donc pas nécessairement un site associé¢ a la signalisation Notch. La voie de signalisation
Notch ne contient pas d’étape d’amplification du signal donc chaque récepteur Notch donne
un seul NICD. Ceci suggére une relation steechiométrique entre le signal donné et pergu, ainsi

qu’un lien direct entre la force du signal et la réponse cellulaire.
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Une fois clivé et relaché, le NICD peut encore subir des modifications
post-traductionnelles. D’abord, il peut étre phosphorylé sur différents sites dans son domaine
PEST, le stabilisant ou le déstabilisant. De plus, la phosphorylation permet d’enclencher
I’ubiquitination, ce qui influence la demi-vie du NICD*'. Ensuite, il peut étre hydroxylé par
FIH1 (factor inhibiting HIF1a) aussi impliqué dans la réponse hypoxique. Toutefois la
pertinence biologique de ce phénomene doit étre investiguée. Finalement, le NICD peut étre

1A . _ 410
acétylé, ce qui régule sa demi-vie (revue dans™ )
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Figure 14. La voie de signalisation Notch. Pour étre fonctionnels, les récepteurs Notch
transitent dans le trans-golgi ou ils subissent un premier clivage au site S1 par une furine.
L’interaction d’un récepteur avec son ligand induit un changement de conformation
permettant les clivages séquentiels aux sites S2 et S3 pour libérer le NICD. Le NICD
transloque au noyau ou il interagit avec MAML et RPBJk, afin de déplacer des corépresseurs
(CoR) et recruter des coactivateurs (CoA). La transendocytose méne a la dégradation du

NECD. Une interaction en cis induit la dégradation du récepteur et du ligand. Inspiré de **.
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Une cellule peut exprimer a la fois les ligands et les récepteurs Notch. Cependant, c’est
le ratio ligands/récepteurs qui détermine si la cellule donne ou regoit un signal Notch. Une
interaction en trans (entre deux cellules) engendre une signalisation activatrice. A 1’opposé,
une interaction en cis (sur la méme cellule) inhibe la signalisation via le récepteur Notch et
diminue aussi la capacité de la cellule 4 donner un signal via son ligand*'®. Ceci a été
démontré, entre autres, a 1’aide d’un mod¢le in vitro ou des lignées cellulaires expriment
différents niveaux de ligands DII1 et de récepteurs N1, 11 a aussi été démontré que les
cellules peuvent recevoir et envoyer un signal simultanément. Ce phénoméne a été observé in
vitro dans les complexes CD/LT CD4" humains au moment de la reconnaissance antigénique,
ou il y a ségrégation des récepteurs et des ligands au sein de la synapse immunologique. En
effet, dans le cSMAC, le LT CD4" exprime les récepteurs Notch et les ligands dans le pPSMAC
et vice-versa pour la CD**. En raison de la localisation cellulaire distincte des composantes de

la voie Notch, la signalisation bidirectionnelle est compatible avec 1’inhibition en cis.

1.4.2.2 La signalisation non canonique

La voie de signalisation Notch non canonique est activée indépendamment de la liaison
avec les ligands ou n’implique pas la signalisation via RBPJk chez la souris*. Il existe une
signalisation non canonique chez les LT, puisque des souris N1Y"™N2V1.CD4-Cre sont plus

susceptibles a une infection avec Leishmania major dont I’élimination dépend des Tyl alors

fl/fl 426
k 6

que des souris RBPJk " -CD4-Cre sont aussi résistantes que les souris C57BL/6 . Plusieurs
exemples d’interaction du NICD avec d’autres facteurs de transcription sont rapportés dans la
littérature. Certaines interactions ont été identifiées directement chez les LT CD8" ou CD4" ou
la voie de signalisation de Notch peut interagir avec les facteurs de transcription CREB et

NF-kB *7 42 429 (yoir section 1.3.4.2).
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1.4.3 Les interactions avec d’autres voies

1.4.3.1 La voie de signalisation du RCT

La voie de signalisation de Notch est aussi liée a la voie du RCT. Plusieurs groupes ont
observé la présence de récepteur Notch (ou du NICD) a la synapse immunologique®******° ou
il peut interagir avec CD3 et VAV>*. Le recrutement de N1 et d’ADAMI0 (requis pour le
clivage du NICD) a la synapse immunologique des LT CD4 " nécessite une signalisation forte,
¢’est-a-dire une phosphorylation importante des ITAM>**. Ces études suggérent que la voie de
signalisation Notch peut avoir un effet directement sur la signalisation en aval du RCT. Suite a
Iactivation (anti-CD3/CD28) de LT CD4" provenant de souris n’exprimant pas N1 (Mx-Cre™"
-N1"M, une diminution de la prolifération, de I’expression de CD25 et de CD69 ainsi que de
la production d’IL-2 et d’IFN-y est observée. Ces effets ne sont pas présents suite a la délétion
de RBPJx (Mx-Cre+/ '-RBPJKﬂ/ﬂ) suggérant un role RBPJk indépendant. L’inhibition
pharmacologique de I’activation de NF-kB chez les LT CD4" isolés de souris n’exprimant pas
RBPJk et stimulés in vitro restaure le phénotype observé en absence de N1, suggérant un effet
dépendant de NE-kB*'. En effet, dans des LT Jurkat activés in vitro (anti-CD3/CD28), N1
interagit avec PKC-0 (signal proximal du RCT) et permet le recrutement de CARMA et de
BCLI10 a la synapse immunologique pour former un signalosome et ainsi contribuer a
I’activation de NF-kB. Cette fonction de N1 précede 1’accumulation du NICD au noyau et
requiert sa présence au cytosol (ou a la membrane)™?. Ces données démontrent que N1
amplifie le signal du RCT en interagissant avec des molécules cytosoliques pour contribuer a
I’activation précoce des LT. Dans un modele de GVHD aigue, 5 jours post transfert de
splénocytes C57BL/6 dans des souris Balb/c, les LT CD8" exprimant un géne codant pour un
dominant négatif d¢ MAML (DNMAML) (triés et restimulés antiCD3/CD28) présentent une
diminution de la signalisation Ras/MAPK et NF-kB*’. Les LTn CD8" DNMAML ne
présentent pas de défaut de signalisation Ras/MAPK et NF-kB**. Ceci suggére donc que le
défaut de signalisation peut étre acquis en absence de signalisation Notch canonique. Puisque

#2 il est possible qu’en

la présence de Notch au cytosol peut influencer ’activation de NF-kB
absence de signalisation Notch canonique, I’augmentation de I’expression des récepteurs

Notch a la surface cellulaire soit moindre, induisant le défaut de signalisation observé.
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1.4.3.2 Le facteur de transcription Bcl-6

Le répresseur transcriptionnel Bel-6, entre autres associ¢ au développement des LTm
CDS8", a la capacité de réprimer 1’activation de certains génes par Notch chez I’embryon de
grenouille Xenopus. En effet, lors de I’établissement de 1’asymétrie gauche/droite chez
I’embryon, Bcl6 se lie au NICD, empéchant le recrutement de MAML et s’associant plutot
avec BCoR (Bcl6 corépresseur) afin d’inhiber certains geénes effecteurs classiques spécifiques
de la voie Notch, comme ESRI1 (enhancer of split related 1). Ce mécanisme permet de
maintenir I’expression de Pitx requise pour le maintient de I’asymétrie droite/gauche alors
qu’autrement I’expression de ce gene serait inhibée par ESR1. La sélection des genes inhibés

#% " Un phénoméne similaire a été

se ferait grace a la liaison de Bcl6 aux promoteurs ciblés
observé chez la souris dans un modele de neurogénése corticale a partir de cellules souches
embryonnaires™”. Dans ces cellules, lors de la différenciation des neurones, la signalisation
Notch est maintenue, mais la transcription du gene cible Hes5 doit étre inhibée. Pour ce faire,
Bcl6 empéche la liaison de MAML et recrute Sirt-1, une déacétylase induisant une
modification épigénétique stable, favorisant la formation d’hétérochromatine et permettant la
différenciation en neurone*”. Compte tenu du role de Bcl-6 dans la différenciation des LTm

CDS8", il est plausible qu’une interaction Bcl-6/Notch influence les génes activés pour orienter

la différenciation.

1.4.3.3 Le facteur de transcription HIF-1o

Il a récemment été rapporté que I’expression de HIF-1a (Hypoxia-inducible factor-1)
augmente la réponse effectrice des LT CD8" lors d’une infection chronique a LCMV*®.
HIF-1o agit comme un senseur des niveaux d’oxygene disponibles. En normoxie, HIF-1o est
instable, li¢ par des ubiquitine et dégradé rapidement®’. En hypoxie, HIF-1ot est stabilisé¢ et
interagit avec HIF-1B pour activer différents HRE (hypoxia response elements) aux
promoteurs de certains genes notamment des génes impliqués dans la glycolyse, comme la

4 o r ’
38 11 a été démontré, chez les cellules souches neurales,

phosphoglycérate kinase 1 (PGK1)
que Notch et HIF-law pouvaient collaborer pour inhiber la différenciation en condition

hypoxique. Pour ce faire, HIF-1o stabilise le NICD, lui permettant d’activer certains genes
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spécifiques de la voie de Notch (Hes, Hey)"***

. Une telle interaction est donc possible dans
d’autres types cellulaires comme les LT CD8" ou HIF-1a: et le NICD pourraient collaborer,

pour favoriser la différenciation des LTe lors de leur expansion.

1.4.3.4 La B-caténine

Il a été rapporté que la signalisation Notch pouvait antagoniser la voie WNT/B-caténine
dans certains organismes (rongeurs, grenouille, mouche). Cet effet a été observé seulement
dans certains types cellulaires, ce n’est donc pas une interaction qui a assurément lieu.
L’expression des récepteurs Notch et de la B-caténine active est inversement corrélée’™. Chez
des cellules souches embryonnaires (ESC, embryonnic stem cells) murines, les récepteurs
Notch liés a la membrane peuvent interagir directement avec la B-caténine pour I’inactiver par
des modifications post-traductionnelles. La surexpression du NICD diminue I’expression de la
B-caténine active et totale, mais n’influence pas 1I’expression de son ARNm. Cet effet est
maintenu en absence de RBPJk et MAML, mais requiert Numb et le lysosome*™ **!.
L’activation de la voie de signalisation WNT/B-caténine influence la réponse des LT CD8" en
favorisant la formation de LTm fonctionnels***"" (section 1.2.7.3). Ainsi, suite a la

reconnaissance de I’Ag par LT CDS, la présence des récepteurs Notch a la surface cellulaire

pourrait inhiber 1’activation de la -caténine, favorisant la différenciation en SLEC.

Ces quelques exemples démontrent que des interactions avec d’autres
molécules ou facteurs de transcription peuvent réguler la signalisation via Notch et que les
récepteurs Notch peuvent aussi influencer d’autres voies de signalisation. La complexité des
effets de la voie de signalisation Notch est sans cesse grandissante. Ces interactions avec la
voie de signalisation de Notch pourraient contribuer a la différenciation de différentes cellules

dont les LT.
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1.4.4 La voie de signalisation Notch et les lymphocytes T

La voie de signalisation Notch est requise tout au long du développement, de
I’embryon a 1’adulte. Une fonction importante de la voie de signalisation Notch dans le
systtme immunitaire est 1’engagement des progéniteurs vers la lignée T. En effet, les
récepteurs N1 des progéniteurs thymiques précoces (ETP, early thymic progenitor) doivent
interagir avec DIl4, afin de se différencier vers la lignée T et d’inhiber la différentiation vers la

442446 1 . -
e, il

lignée B et myéloide sera spécifiquement question du réle de Notch chez les LT

matures lors de la réponse immunitaire.

1.4.4.1 Le role de Notch lors de la réponse des LT CD4"

L’expression des récepteurs N1, N2 et N3 est augmentée suite a la reconnaissance de
I’Ag (signalisation via le RCT) par le LT CD4" *7**% Les premiéres études chez les LT CD4"
ont démontré que les ligands de Notch exprimés par les CD permettent de polariser la réponse
vers un phénotype Tyl ou Ty2. En effet, les CD exprimant D114 induisent une réponse Tyl,
alors que les CD exprimant J2 induisent une réponse Ty2 in vitro*®. Cette étude démontre
aussi que le NICD agit directement via une interaction avec un site RBPJx contenu dans

*9 11 a aussi été montré que la stimulation de LT CD4"

I’amplificateur (enhancer) du géne il-4
avec une protéine de fusion DIII-FC (fragment constant des Ac) induit une réponse Tyl
in vitro et in vivo™’. Ces premiéres études soulévent la question suivante: comment le
récepteur Notch peut-il discriminer entre la liaison avec un ligand Jagged versus Delta-like et
ainsi influencer simultanément la différenciation des Tyl et des Tg2? Au cours des années
suivantes, un role de Notch autant dans la différenciation des Tyl que des Ty2 s’est précisé.
Des études ont démontré que Notch régule directement I’expression de Gata3, un facteur de
transcription essentiel pour la différenciation Ty2*'**!, alors que d’autres études ont démontré
un impact de la signalisation Notch sur la différenciation des Ty1. L utilisation d’inhibiteur de
v-secretase (GSI) et la surexpression du NICD de NI ont permis de démontrer que la
signalisation Notch influence la production d’IFN-y en grace a la liaison du NICD au

promoteur de 7bx2/ (géne codant pour T-bet). De plus, le traitement de souris avec un GSI

diminue la gravit¢ de I’EAE (Experimental autoimmune encephalomyelitis), une maladie
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autoimmune dépendante de la réponse Tyl*?. Plus récemment, la liaison du NICD au
promoteur de Thx2! et son role dans la polarisation Ty1 chez les LT CD4" ont été confirmés
dans un modéle d’anémie aplasique®”. D’autres modéles d’études ont généré des résultats
légerement différents. En effet, dans un modele d’EAE, a I’aide de souris ou I’inhibition de
Notch est spécifique de la signalisation canonique chez les LT (ROSA26”™"*M-CD4-cre
(souris DNMAML, RBPJk-CD4-Cre), il a ét¢ montré que la signalisation Notch est requise
pour la migration et la fonctionnalité des cellules (production IL-17A et IFNYy) au sein du
systeme nerveux central. Cependant, dans ce mod¢le, en absence de signalisation Notch, les
fonctions effectrices des LT CD4" ne sont pas affectées dans les organes périphériques®™*. A
I’aide des mémes modéle murins mais dans un modele de GVHD aigué (transfert moelle
osseuse de souris C57BL/6 dans des souris Balb/C), les LT CD4" sécrétent moins d’IFN-y et
ont un phénotype anergique®™>*>*° Les souris ou la signalisation canonique de Notch est
absente souffrent d’une GVHD moins sévére, associ¢e a une augmentation de I’expansion des
Treg, mais l’activité cytotoxique et la capacité¢ d’éliminer des cellules leucémiques est
préservée™>*34%° Contrairement aux autres études décrites précédemment, aucune différence
d’expression de T-bet n’a été observée en absence du signal Notch dans des modéles d’EAE et
de GVHD*?3444%5 Donc, contrairement aux ¢études précédentes, dans ces modeles la
signalisation Notch n’influencerait pas directement le choix Tyl via T-bet. Ces observations
contradictoires concernant la régulation de T-bet sont possiblement dues a I’utilisation de
différentes techniques d’inhibition de la voie de Notch et I'utilisation des différents modeles
d’infection étudiés. En effet, la signalisation Notch peut avoir des effets indépendants de
RBPJk**! et les GSI ont des effets non spécifiques®’ pouvant ainsi affecter la réponse des
LT CD8". De plus, des cytokines comme I’IL-12 peuvent induire 1’expression de T-bet et

contribuer a I’expression de T-bet en absence de signal Notch.

Pour ajouter a 1’énigme, certaines études observent que la voie de signalisation Notch
n’est pas impliquée dans la différenciation Ty1/Ty2 des LT CD4". En effet, I’induction de la
signalisation de Notch par la liaison de différents ligands Notch (DIl1 ou J1), lors d’activation
in vitro de LT CD4", augmente autant la production d’IFN-y que d’IL-4 et elle ne permet pas

un choix en absence de cytokines polarisantes™®. De plus, les LT CD4" de souris
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Notch1'¥**CD4-Cre sont aussi capables de se différencier en Tyl et Ty2 in vitro®™°. Cette
derniere étude illustre possiblement la redondance entre les récepteurs Notch et la nécessité de
bloquer la signalisation globalement. De plus, le role de Notch ne se limite pas a la
différenciation Ty1/Ty2. Notch a aussi été associé a la production accrue d’IL-17 par les Ty17
et il a été montré que RBPJx se lie aux promoteurs de 1’[L-17 et de Rorc suggérant une

régulation de la transcription via Notch*®

. Globalement, Notch participe autant a la régulation
des Tyl, des Ty2 que des Tyl7. Une publication récente vient unifier la majorité de ces
observations. En effet, le groupe de Pear démontre que suite a une polarisation par les
cytokines, la signalisation via Notch augmente la transcription et la production des cytokines
respectives au Tyl (IFNYy) , au T2 (IL-4) ou au Tyl7 (IL-17) et des facteurs de transcriptions
associés a chaque phénotype (T-bet, Gata3, Rorc). Cette publication vient aussi confirmer la
régulation directe par Notch des geénes de 1’1l4, Thx21, Gata3, 1l17a et Rorc. En fait, le NICD
se relocalise sur ces promoteurs peu importe la condition de polarisation a laquelle la cellule
est soumise. De plus, il est démontré que Notch se lie aussi dans I’amplificateur du promoteur
de ’TFN-y ou il agit en synergie avec T-bet pour en augmenter la transcription®'. Seul, Notch
ne peut pas induire ni inhiber la différenciation. Il augmenterait plutot la sensibilité des LT
CD4" aux cytokines environnantes, surtout lorsqu’elles sont présentes en quantité limitante®®'.
En effet, lorsque les LT CD4" sont cultivés en présence de cytokines polarisantes (IFN-y, IL-4
ou IL-17), en absence de signal Notch (GSI), une concentration ¢élevée de cytokines affecte
peu la différenciation des LT CD4" alors qu’une faible concentration inhibe la différenciation
de fagon plus marquée. Chez le LT CD4" activé, Notch servirait donc a augmenter la force
globale du signal percu afin de dépasser le seuil d’activation requis pour engager la
différenciation. Ceci expliquerait aussi que dans des modeles infectieux ou I’inflammation est

forte, tel Leishmania, Notch n’est pas requis pour la différenciation en Ty 1476,

1.4.4.2 Le réle de Notch lors de la réponse des LT CD8"

Suite a la reconnaissance de 1’Ag (signalisation via le RCT) par le LT CDS§’,
I’expression des récepteurs N1 et N2 est augmentée™*7*% mais pas ”ARNm de N3 et

N4*7%% Une augmentation de 1’expression de N2 et N3 est observée chez les LT CD8" dans
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un modeéle de transplantation de cceur**®. Ainsi, une signalisation via Notch est possible lors
d’une réponse des LT CD8" mais une divergence des patrons d’expression des récepteurs
selon les modeles étudiés existe. Suite a la stimulation avec un Ac anti-CD3 in vitro ou a une
infection in vivo avec le virus de I’influenza*®, les LT CD8" augmentent ’expression de N1 et

N2 alors qu’une infection LCMV provoque seulement une augmentation de N1*/

, suggérant
que le signal RCT, les molécules de costimulation ou I’inflammation peuvent influencer le
patron d’expression des récepteurs Notch. D’ailleurs, le groupe d’Amsen a trés récemment
démontré que I’activation via le RCT et la perception de cytokine (IL-2, interféron de type I)

par les LT CD8" affecte leur niveau d’expression des récepteurs N1 et N2 %,

Tel qu’observé chez les LT CD4", lorsque la voie de signalisation Notch est inhibée, la
production de cytokines par les LT CD8" est diminuée*®. L utilisation d’un GSI ou de cellules
provenant de souris exprimant un transgene Nl1-anti-sens, empéchant la production du
récepteur N1, a montré qu’in vitro, la sécrétion d’IL-2 et d’IFNy par les LT CD8" était
diminuée. Une réduction de la prolifération a été observée avec le GSI, mais pas en présence
du N1-anti-sens, suggérant une redondance entre les récepteurs Notch ou un effet collatéral du
GSI*®. Quelques années plus tard, le groupe de Osborne a aussi démontré que N1 se lie au
promoteur d’Eomes, de Prfl (perforine) et de GzmB (granzyme B), influencant leur
transcription, leur niveau de production et, conséquemment, leur activité cytolytique. Suite a
’exposition a un GSI, I’expression de T-bet est aussi diminuée chez les LT CD8" stimulés,
mais aucune analyse de liaison du NICD & son promoteur n’a été faite™®. De plus, des
expériences d’immunoprécipitation de la chromatine démontrent que le NICD est requis pour
la liaison optimale de NF-kB a son site (contigu au site de RBPJx) aux promoteurs d’Eomes,
de Prfl et de la GzmB*®. Cela suggére une collaboration entre la voie de signalisation de
Notch et NF-xB, telle qu’observée au promoteur de I’'I[FN-y chez des LT activés (splénocytes
anti-CD3/CD28 donc des CD4" et CD8") ou le NICD interagit directement avec NF-kB au site

429

de ce dernier*”. Le NICD favorise aussi la rétention nucléaire de NF-kB**’.
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Il a aussi ét¢ démontré que N2 contrdle la transcription du géne de la granzyme B en
formant un complexe avec pCREBI1 (phosphorylated cyclic-AMP-responsive element-binding
protein 1) et p300 sur son promoteur, et ce indépendamment d’Eomes connu pour réguler ce
géne’®*’. En corrélation avec ces observations, la diminution de la capacité de cytolyse des
LTe CD8" n’exprimant pas N2 a été confirmée in vivo. Des études de promoteurs mutés et/ou
tronqués avec des genes reporteurs ont montré que les sites de liaison RBPJk et CRE
(AMP-responsive element) sont tous deux nécessaires a la transcription maximale du géne de
la granzyme B suggérant une collaboration entre la voie de signalisation Notch et CREB*?.
CREB est un facteur de transcription qui peut étre phosphorylé (Ser133) par plusieurs kinases
(PKA,MAPK, CaMK (Ca’"'Calmodulin-dependant protein kinases)) suite & de nombreux
stimuli (hormones, facteurs de croissances) afin d’induire la transcription de différents
génes'®. Plus récemment, le groupe de Yasutomo a démontré que I’expression de N2 sur les
LT CDS8", mais pas N1, jouait un réle important dans 1’élimination de cellules tumorales EG7
(thymomes EL4 exprimant OVA). En effet, la délétion de N2 chez les LT CD8" (souris
N2"1_E8I-Cre) diminue la capacité de controler EG7 alors que le traitement des LT CD8"
avec un Ac agoniste de N2 en augmente le contrdle. Finalement, I’injection a proximité de la
tumeur de CD dérivées de la moelle osseuse surexprimant D111, mais pas J1, accentue aussi la

+ .
466 I’ importance du

réponse contre EG.7 en augmentant la capacité cytolytique des LT CD8
signal via DII1 dans I’acquisition de I’activité cytolytique a aussi été démontrée dans des
modeles d’allogreffes. D’abord, suite a la transplantation d’un cceur BALB/c dans une souris
C57BL/6, il y a augmentation de I’expression de DII1 chez les CD et les macrophages.
L’injection d’un Ac bloquant DII1 en combinaison avec un Ac activant CTLA augmente la
survie des souris lors de ces greffes cardiaques grace a une diminution de la fréquence et de
Iactivité cytotoxique des LT CD8**. En accord avec ces données, I’injection de CD BALB/c
surexprimant DII1 dans des souris sur fond C57BL/6 augmente la production de granzyme B
par les LT CD8™*. Dans un modéle de GHVD aigue (transfert moelle osseuse de souris
C57BL/6 dans des souris Balb/C) ou I’inhibition de Notch est spécifique de la signalisation
canonique et aux LT (ROSA26°™*MECD4 cre, RBPJk-CD4-Cre) les résultats différent

quelque peu. Dans ce modéle, les LT CD8" sécrétent moins d’IFN-y et expriment fortement

433,455

PD-1 mais maintiennent leur activité cytotoxique suggérant une sécrétion de granzyme B
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intacte ou I’induction de I’apoptose par une autre voie comme Fas. D’autres effet de
I’inhibition du signal canonique de Notch ont été observé soit une absence de variation sur

. . . 433.4
I’expression de T-bet et une augmentation de I’expression d’Eomes™>*”.

De plus,
contrairement au modele de greffes cardiaque, chez les souris DNMAML ou N1 KO
(N1"M.CD4-Cre) il y augmentation des LT CDS8 présents 21 jours post induction de la
GVHD™. Le récepteur N1, le ligand DIl4 et dans une moindre mesure le ligand DIl1, sont
responsable des phénotypes observés*®. Les différences obtenues en inhibant la signalisation
canonique et I’interaction Notch suggere qu’il existe une fonction Notch indépendante de la

signalisation via le NICD.

Le role de la voie de signalisation de Notch a aussi été étudié chez les LT CD8"
humain. Le goupe d’Unge démontre que des CD dérivés de monocytes (moCD) isolés du sang
périphérique, stimulés durant 6h avec du LPS, expriment DII1, D114 et J1 mais pas DII3 et J2.
Les LT CD8" isolés du sang périphérique, stimulés durant 4 jours avec des billes anti-
CD3/anti-CD28 expriment les récepteurs N1 et N2. Ainsi, chez I’humain, une signalisation via
Notch est aussi possible entre les CPA et les LT CD8". Des expériences de cocultures in vitro
ot des LT CDS8" spécifique de Mart-1 (isolés de donneurs sains) sont stimulés avec des moCD
chargés avec leur Ag spécifique (MART-156.35) montrent que l’inhibition de la voie de
signalisation Notch par un GSI ou un Ac anti-Dll4 diminue la prolifération ainsi que la
production d’IFN-y, de TNF-o et de granzyme B*’. Ces premiéres données chez I’humain
sont en accord avec la majorité des résultats obtenus chez la souris renforcant la pertinence et
la validité de ces études. Globalement, les études démontrent un rbéle de la voie de
signalisation Notch dans la régulation de certains facteurs de transcription comme Eomes, la
cytotoxicité (production de perforine et de granzyme B) ainsi que la sécrétion de cytokines
(IFN-y et TNF-a.). Toutefois une analyse de I’effet de la délétion de Notch sur les différentes
populations de LTe CD8" générés et la formation de LTm suite 4 une immunisation in vivo n’a
pas ¢été réalisée. Puisque la voie de signalisation Notch influence 1I’expression de facteurs de
transcription régulant la différenciation en SLEC et en MPEC, il est probable que des

différences dans ses populations soient observées influencant aussi la génération de LTm.
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Une importante question persiste par rapport au role de la voie de signalisation Notch
dans leur activation périphérique : quelle est 1’identité et la niche des cellules exprimant les
ligands de Notch afin de fournir ce signal aux LT CD4" et CD8" lors de leur activation
périphérique? Il a ét¢ démontré que les CD expriment différents profils des ligands de Notch
suite & leur activation par différents signaux dangers (LPS, prostaglandine)**’ ou suite a leur
infection par le virus de la dengue'®. Trés peu de données sont disponibles quant a
I’expression des ligands de Notch sur les CD suite a une infection. Il a trés récemment été
démontré que les CD migratoires et les macrophages alvéolaires exprimaient les ligands de
Notch suite & une infection avec influenza***. Puisque les CD expriment des ligands de Notch
suite & leur activation par un signal danger et que les LT augmentent 1’expression des
récepteurs Notch suite a la reconnaissance de leur Ag spécifique, il est possible que les CD au
moment de 1’activation donnent le signal Notch. Cependant, les LT maintiennent I’expression
des récepteurs durant plusieurs jours leur permettant de recevoir un signal Notch provenant de
toutes les cellules avec lesquelles ils interagiront durant leur migration vers les sites infectés.
Dr’ailleurs, le signal Notch est requis pour la différenciation de Try 469 et il a trés récemment
été démontré que les cellules stromales, principalement les fibroblastes folliculaires, exprimant

h*’°. Cette nouvelle

Dll4 au sein des ganglions sont nécessaires pour leur fournir ce signal Notc
information indique que les CPA ne sont pas nécessairement la principale source de ligands

pour les LT lors de leur activation périphérique.
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1.5 Raisonnement et hypothéses

Afin de développer des vaccins efficaces contre des maladies incurables, une meilleure
compréhension des mécanismes de la réponse des LT CD8" est nécessaire. L’objectif général
de mon doctorat était d’étudier les signaux importants pour le développement des LT CD8"
effecteurs et mémoires. La question a d’abord été abordée du point de vue des cellules
présentatrices d’antigénes (CPA). Nous avons émis [’hypothése que différentes CPA peuvent
activer les LT CDS8" si elles fournissent les trois signaux d’activation (présentation de I’Ag,
expression des molécules de costimulation et sécrétion de cytokines). Vu leur potentiel
d’utilisation comme source alternative de CPA en immunothérapie, nous avons choisi
d’étudier la capacité des cellules B activées via le CD40 (CD40-B) a présenter I’antigéne aux
LT CDS8" afin d’induire une réponse effectrice et mémoire. Ces CD40-B ont été comparés aux
cellules dendritiques (CD) dérivées de la moelle osseuse dont les capacités d’activation des LT
CD8" sont reconnues. La capacité des CD40-B a activer les LT CD8" a été démontrée in vitro
et in vivo, mais n’avait pas été caractérisée de facon convaincante in vivo >3 2L
Comme les CD40-B expriment le CMH I, le CMH II et les molécules de costimulation et

3 5’93, elles devraient activer efficacement les LT CDS8" in vivo. Par

sécretent des cytokines
rapport aux CD, les CD40-B présentent I’avantage qu’ils peuvent étre obtenus facilement a
partir du sang humain et amplifiés massivement in vitro pour en obtenir une énorme
quantite*™'%%!% L ’étude des CD40-B comme CPA s’avére donc pertinente et nécessaire. Mon
premier objectif a été de comparer la capacité des CD40-B et des CD a activer les LT CD8"
in vivo. Les résultats de ces travaux sont présentés dans un premier article CD40-activated B
cells can efficiently prime antigen-specific naive CD8" T cells to generate effector but not
memory cells publié dans le journal PLoS One. Par différentes approches, nous avons tenté
d’identifier les signaux manquant empéchant la formation de mémoires. Certaines de ces

données sont non publiées, mais seront décrites ou présentées en annexe et intégrées a la

discussion.

Parmi les signaux fournis par les CPA au moment de la reconnaissance antigénique,
nous proposons que la voie de signalisation Notch influence le développement des LT CD8"

. . . + , . . sy
effecteurs, mais aussi celui des LT CD8 mémoires en instaurant un programme génétique
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particulier. Plusieurs études démontrent un role de la voie de signalisation Notch dans
’acquisition des fonctions effectrices des LT CDS". Cependant, peu d’études en modéles

. . . . cor s 1s o 427.428,433,447,448 455 456,463,466,467 T ,
d’immunisation ou d’infections ont été réalisées """ .1l a été démontré

344,424,430

que les récepteurs Notch sont présents a la synapse immunologique . De plus,

I’expression des récepteurs Notch est augmentée rapidement suite a la reconnaissance de I’Ag
427447463 41 peut donc y avoir une interaction avec les ligands présents sur les CPA. La voie de
signalisation Notch a donc le potentiel d’influencer 1’expression de génes suite a 1’activation
des LT CD8". Comme Notch joue un role dans les choix de différenciation et régule
I’expression de T-bet et Eomes, il est 1égitime de croire que Notch régulera la différenciation
des LT CDS8" effecteurs en influengant la proportion des SLEC et des MPEC et,
conséquemment, affectera la génération et la survie des mémoires. Comme la voie de
signalisation Notch régule la transcription de génes codant pour la perforine, la granzyme B ou
1’IFN-y427’428, il est fort probable que cette voie contribue a la fonctionnalit¢ des LTe et des
LTm. Il est particuliérement pertinent d’étudier le role de Notch sur la génération de LT CD8"
mémoires car cette question n’a jamais été abordée. Mon second objectif a donc été d’élucider
le role de la voie de signalisation Notch dans la réponse des LT CD8". Pour déterminer le rdle
de la signalisation Notch dans les moments précoces suivant I’activation des LT CDS8", nous
avons réalisé¢ plusieurs expériences in vitro qui ont permis de publier 1’article Notch signalling
regulates PD-1 expression during CD8" T-cell activation dans le journal Immunology and
Cell Biology. Grce 4 nos souris oit N1 et N2 sont délétés seulement chez les LT CD8" (N1™"
N2M_E8I-cre), nous avons démontré un role de la voie de signalisation Notch dans la réponse
effectrice et mémoire des LT CD8" suite a une infection avec Lm et I'immunisation avec des

CD. Ces travaux seront soumis prochainement. L’article sera intitulé Context dependent role

for the Notch signalling pathway during CD8" T cell response.

De fagon concise, les hypotheses de ma thése sont les suivantes :

1. L’immunisation avec les CD40-B, qui expriment le CMH I, le CMH II et les molécules
de costimulation et sécrétent des cytokines, devrait activer les LT CDS8" in vivo aussi
efficacement que I’immunisation avec les CD.

2. Parmi les signaux donnés au moment de I’activation, la voie de signalisation de Notch
jouerait un role unique dans le développement et la fonctionnalité¢ des LT effecteurs
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mais aussi des LT mémoires en régulant la transcription de différents genes
responsables des fonctions effectrices (perforine, gzmb, ifny et de facteurs de

transcription (7bx21 et Eomes).

Les objectifs de ma thése sont de :
1. Comparer la capacité des CD40-B et des CD a activer les LT CDS8" in vivo.

2. Elucider le role de la voie de signalisation Notch dans la réponse des LT CD8".
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Résultats

Article 1. CD40-activated B cells can efficiently prime
antigen-specific naive CD8" T cells to generate effector but not

memory T cells

Mélissa Mathieu**, Natacha Cotta-Grand*T, Jean-Francois Daudelin*, Salix Boulet*T,

Réjean Lapointei§ and Nathalie Labrecque*T§1

Cet article est publié¢ dans le journal PLosONE, vol 7, €30139, doi: 10.1371 (2012)

Cet article m’a permis de rencontrer le premier objectif de ma thése soit de comparer la
capacité des cellules B activés via le CD40 et des cellules dendritiques a activer les
lymphocytes T CD8" in vivo. Voici les contributions détaillées de chacun des auteurs.
D’abord, j’ai congu chacune des expériences décrites dans cet article. Bien siir, j’ai eu de
judicieux conseils de N. Labrecque, R. Lapointe et N. Cotta-Grand (contribution conceptuelle
de 80-85 %). J’ai aussi réalisé la majorité des expériences dans cet article (contribution
technique de 95 %). Durant les journées surchargées, N. Cotta-Grand, J.-F. Daudelin et S.
Boulet m’ont aidé afin d’optimiser le temps et de minimiser les risques d’erreurs. Cependant,
c’est principalement moi qui ai planifié, dirigé et analysé ces expériences. J’ai aussi écrit le
premier jet de cet article. Méme s’il a largement ét¢é modifi¢ par N. Labrecque, mes idées y
sont présentes (contribution de 35-40 % a I’écriture). Finalement, c’est moi qui ai assemblé et
soumis le papier. Tous les auteurs de ce papier ont contribué a la réflexion et a I’intégration

des résultats de ce papier.
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ABSTRACT

Background: The identification of the signals that should be provided by
antigen-presenting cells (APCs) to induce a CD8" T cell response in vivo is essential to
improve vaccination strategies using antigen-loaded APCs. Although dendritic cells have been
extensively studied, the ability of other APC types, such as B cells, to induce a CD8" T cell

response have not been thoroughly evaluated.

Methodology/Principal findings: In this manuscript, we have characterized the ability
of CD40-activated B cells, stimulated or not with Toll-like receptor (TLR) agonists (CpG or
lipopolysaccharide) to induce the response of mouse naive CDS8" T cells in vivo. Our results
show that CD40-activated B cells can directly present antigen to naive CD8" T cells to induce
the generation of potent effectors able to secrete cytokines, kill target cells and control a
Listeria monocytogenes infection. However, CD40-activated B cell immunization did not lead
to the proper formation of CD8" memory T cells and further maturation of CD40-activated B
cells with TLR agonists did not promote the development of CD8" memory T cells. Our
results also suggest that inefficient generation of CD8" memory T cells with CD40-activated B
cell immunization is a consequence of reduced Bcl-6 expression by effectors and enhanced

contraction of the CD8" T cell response.

Conclusions: Understanding why CD40-activated B cell immunization is defective for
the generation of memory T cells and gaining new insights about signals that should be
provided by APCs are key steps before translating the use of CD40-B cell for therapeutic

vaccination.
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INTRODUCTION

T cells recognize via their specific T cell receptor (TCR) a peptidic fragment of the
antigen (Ag) in association with MHC molecules presented at the surface of Ag-presenting
cells (APCs). Following Ag encounter, T cells undergo massive proliferation and differentiate
into effector T (Te) cells. After elimination of the pathogen or tumor, most Te cells die by
apoptosis while a few differentiate into memory T (Tm) cells providing long term protection
against re-infection or tumor relapse. The success of vaccination is dependent on the
generation and long-term maintenance of functional Ag-specific Tm cells. However, little is

known about the signals that should be provided by APCs to promote Tm cell development.

Efficient priming of naive CD8" T cells depends on the provision by APCs of three key
signals to T cells. First, APCs should present, embedded in their major histocompatibility
complex (MHC) class I molecules, a peptidic fragment of the Ag. Second, co-stimulation via
CD80 and CD86 expressed by APCs is essential to induce naive CD8" T cell response. Third,
inflammatory signals, such as interleukin (IL)-12 or type I interferons (IFNs), are necessary to
induce an optimal response of CD8 T cells [1]. Furthermore, several other molecules
expressed by APCs have been shown to influence CD8" T cell response. Among those,
cytokines, costimulatory molecules of the tumor necrosis factor (TNF) family, Notch ligands
and adhesion molecules have been shown to play a role at different stages of the T cell
response. However, the exact signals that should be provided by APCs to induce efficient
generation of CD8" Tm cells are still unknown. This knowledge is crucial to improve
vaccination strategy and to better define the type of APCs that should be used for therapeutic

vaccination.

Several studies have shown that vaccination with Ag-pulsed dendritic cells (DCs) is
very efficient to promote the development of functional and long-lived CD8" Tm cells [2,3].
Very interestingly, CD8" Tm cell generation is accelerated with DC vaccination when
compared to immunization with live pathogens [2]. This is mostly due to the low level of
inflammation that promotes the formation of memory precursor effector cells (MPECs)
expressing high level of CD127 and low level of KLRG1 [2-4]. The excellent Ag presentation
capability of DCs and their powerful ability to prime naive T cells have put these cells at the
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forefront of therapeutic vaccination strategies to treat cancer or infected patients. However,
this approach has not been extremely successful yet. Furthermore, DCs are present in very low
number in peripheral blood which limits their use [5]. Therefore, investigating the ability of
other more abundant APC types, such as activated B cells, to induce a CD8" T cell response
might help to design better vaccination strategy and to gain knowledge about the signals that

APCs should provide for the development of CD8" Tm cells.

Little is known on the potential of other APCs, such as B cells, to induce the
generation of Te and Tm cells. Previous studies have shown that immunization with naive
resting B cells induce T cell unresponsiveness in naive CD4" [6-12] and CD8" T cells [11].
This tolerance induction probably results from poor expression of co-stimulatory molecules by
naive B cells. Although activation of B cells with LPS induced expression of CD80 and CD86,
this was not sufficient to induce T cell priming [11,13] indicating that other signals should be
provided to B cells. More recent studies have shown that human CD40-activated B (CD40-B)
cells are very good at inducing Ag-specific CD4" and CD8" T cell response in vitro [14-17].
Indeed, these CD40-activated B cells express high levels of co-stimulatory ligands, major
histocompatibility (MHC) class I and class II molecules [14,18,19], CD62L and have the
ability to migrate to secondary lymphoid organs [19-21]. These characteristics suggest that
these cells might be very efficient to induce the response of naive CD8" T cells in vivo. In
addition, the possibility to expand these cells in large number from peripheral blood [20]

renders them even more attractive to use in vaccination protocol.

In this manuscript, we have characterized the ability of CD40-B cells, stimulated or not
with Toll-like receptor (TLR) agonists to induce the response of naive CD8" T cells in vivo.
Our results show that CD40-B cells can directly present Ag to naive CD8+ T cells to induce
the generation of potent effectors able to secrete cytokines, kill target cells and control a
Listeria monocytogenes (Lm) infection. However, CD40-B cell immunization did not lead to
the proper formation of CD8" Tm cells. Although maturation of CD40-B cells with TLR
agonists increased the number of Ag-specific T cells generated it did not promote the

development of CD8" Tm cells. Understanding why CD40-B cell immunization is defective
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for the generation of Tm cells and gaining new insights about signals that should be provided

by APCs are key steps before translating the use of CD40-B cell for therapeutic vaccination.

MATERIAL AND METHODS
Mice

B6SJL, C57BL/6 and OT-1 [22] mice were bred at the Maisonneuve-Rosemont
Hospital Research Center facility. Bml mice (B6.C-H2K"™!/ByJ) were purchased from the
Jackson Laboratory. Mice were housed in a pathogen-free environment and treated in
accordance to the Canadian Council on Animal Care guidelines. Our animal protocol (number:

2007-36) was approved by the Hospital Maisonneuve-Rosemont Council on Animal Care.

B cell and DC cultures

For B cell culture, lymphocytes were isolated on a FICOLL gradient from male
C57BL/6 or B6SJL spleen followed by a 4 days culture on irradiated fibroblasts stably
transfected with the CD40L c¢DNA (3T3-CD40L) [23] to generate CD40-B cells.
Bone-marrow derived DC were generated as previously described [3]. The day before
harvesting, lipopolysaccharide (LPS) (1 pg/ml) or CpG-DNA (2mM) was added to cultures.
The ovalbumin (OVA)ys7.264 peptide (SIINFEKL) or an irrelevant peptide (SIYRYYGL)
(Midwest biotech) was loaded overnight on DCs (2 pg/ml) and B cells (4 pwg/ml) on the last

day of culture.

Immunization and analysis of T cell response

Two days after adoptive transfer of 10® OT-1 T cells (CD45.2"; from female mice) into
female B6SJL mice (CD45.1+), recipients were immunized i.v. with 0.5-2 X 10° DCs or 2-6 X
10° CD40-B cells (from male mice to induce a CD4 T cell response against the male minor
histocompatitbility antigen HY [24]) as indicated in figure legends. The presence of Te (d4
post-immunization) and Tm (d30/45 post-immunization) cells were evaluated in the same
mouse by sequential removal of superficial lymph nodes as described previously [3]. The
presence of Tm cells in tertiary sites and effector functions were analyzed as previously

described [3]. Te and Tm cells were identified by flow cytometry as being CD8" and CD45.2".

97



For immunization of Bml mice, 5 X 10° CFSE-labelled OT-1 T cells were adoptively
transferred in the morning and immunization were realized at least Sh later. Mice were
immunized either with 6 X 10° CD40-B cells or 2 X 10° DC matured with LPS and loaded or
not with OV Ajs7.264. OV A-specific T cells were identified using K°-OVA tetramer staining.

Abs, cytometry, and cell sorting

Anti-CD86 (GL-1), -CD8 (53-6.7), -Ly6C (AL-21), CD122 (5H4) and -Bcl-2 (A19-3)
were purchased from BD Biosciences. Anti-H2-K” (AF6-88.5), -CD40 (IC10), -CD45.2 (104),
-CD44-APC-Cy7 (1M7), -CD8 (53-6.7), CD19 (6D5), -CD11c (N418), -NK1.1 (PK136),
CD27 (LG.3A10), CD80 (16-10A1), CD43 (1B11) and -IL-2 (JES6-5H4) were purchased
from Biolegend. Anti- I-A" (28-16-8S), -CD62L (MEL-14) and -CD11b (M1/70.15) were
purchased from Caltag Laboratories. Anti-CD127 (A7R34), -Eomes-Alexa-647 (Danl Imag)
and -granzyme B-PE (16G6) were purchased from eBioscience. Anti-Bcl-6-PE (7D1) and -T-
bet-PE (4B10) were purchased from Santa Cruz Biotechnology. Anti-IFN-y-FITC (XMG1.2)
was purchased from Invitrogen. OVA peptide loading on K® MHC was measured by staining
with the 25-D1.16 Ab [25] followed by staining with a rat anti-mouse IgG1-PE (A85-1)
antibody purchased from BD Bioscience. The H2K°-OVA monomers were purchased from
CANVAC tetramer core facility and tetramers were generated using extravidin-PE. Cell
surface stainings and intracellular stainings for cytokine were performed as previously
described [3,26]. Bcl-6 and Eomes intracellular stainings were performed with the FoxP3 kit
from eBioscience while T-bet staining was done with the cytofix/cytoperm kit from BD
Bioscience. For Bcl-2 staining, cells were stained for 30 minutes in 0.1% saponin
(Sigma-Aldrich) and washed twice without saponin before cell surface staining. In some
experiments, CD40-B LPS cells were sorted before immunization. Cells were stained with
anti-CD11b, anti-NK1.1 and anti-CD11c Abs. Negative cells (B cells) were sorted on a
FACSVantage and injected into mice.

In vivo killing assay

At d4 post-immunization, equal numbers (107) of B6.SJL splenocytes loaded or not
with the OVA peptide and differentially stained with CFSE (250 nM or 25 nM respectively)
were injected i.v. into immunized mice. 4h later, the percentage of in vivo killing was
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determined as described previously [27]. The percentage of specific lysis was calculated as
follows: ratio = (percentage CFSE low / percentage CFSE high), and percentage of specific
lysis = [ 1-(ratio unprimed / ratio primed)] x 100.

Listeria monocytogenes (Lm) challenge

Lm was grown as previously described [28]. One lethal dose (105 bacteria) of Lm
expressing OVA was injected i.v. Three days post-infection, spleen and liver were harvested,
homogenized, diluted and plated onto brain hearth infusion (BHI) plates containing

streptomycin. After 24h of incubation at 37°C, CFU/g of organ was determined.

Quantitative real-time PCR

Total RNA was isolated using TRIzol (Invitrogen). RNA were reverse transcribed into
cDNA using Superscript II with oligo(dT) primers (Invitrogen) as previously described [26].
Real-time PCR were performed in triplicates using SYBR Green (Invitrogen) on an Applied
Biosystems 7500 Real Time PCR system. PCR was performed with mouse Blimp-1 primers:
forward, 5’-ACA CAC AGG AGA GAA GCC ACA TGA-3’ and reverse, 5’TCG AAG GTG
GGT CTT GAG ATT GCT-3’. The primers for the internal control hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase (HPRT) were: forward, 5’-CTC CTC AGA CCG CTT TTT GC-3’
and reverse, 5’-TAA CCT GGT TCA TCA TCG CTA ATC-3’ [29]. The ACT value for each
sample was determined by calculating the difference between the CT value of the target and
the CT value of the endogenous reference gene (HPRT). Then, the AACT value for each
sample was determined by subtracting the mean of ACT value of the sample from the ACT
value of a reference sample composed of cDNA from brain, thymus, spleen, activated
splenocytes (anti-CD3 and anti-CD28), EL4 cell line, DO11.10 cell line and SAMBOK cell

line. The relative level of target gene expression was calculated using 244" .

Statistical analysis
Statistical analyses for differences between groups were performed using one-way

ANOVA followed by Games-Howell post-tests (3 experimental groups or more) or Student’s
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T-test (two experimental groups). Data are presented as mean +/- SEM. All tests were

two-sided and p<0.05 was considered statistically significant.

RESULTS
CD40-B cell immunization efficiently generates effector CD8" T cells but not memory

We tested if activation of B cells with CD40L and further maturation with different
TLR agonists generated APCs able to induce an in vivo CD8" T cell response. Splenocytes
were activated and expanded on fibroblasts expressing CD40L and then LPS or CpG DNA
was added to stimulate TLR4 or TLRO respectively (hereafter referred to as CD40-B LPS and
CD40-B CpG). CD40 engagement on B cells resulted in up-regulation of the costimulatory
molecules CD80 and CD86 but CD40-B LPS cells bore a greater activated state when
compared to CD40-B and CD40-B CpG cells. (Figure 1 and Figure S1). The expression of
CD62L and CD40 was similar in all conditions (Figure 1 and Figure S1). Furthermore, the
expression of Kb and I-Ab MHC molecules was comparably up-regulated in the three groups

of CD40-B cells (Figure 1 and Figure S1).

Next, we evaluated the ability of our different CD40-B cell cultures to prime CD8+ T
cell response in vivo. To do so, we adoptively transferred 10° naive OVA-specific OT-1 CD8+
T cells followed by immunization with 2 X 10° CD40-B, CD40-B CpG or CD40-B LPS cells
pulsed with the OVA peptide. As shown in Figure S1, peptide loading was equivalent in the
three groups of CD40-B cells. To provide T cell help, an endogenous anti-male response by
CD4+ T cells was generated by immunizing female recipients, transferred with female OT-1 T
cells, with male APCs. The CD8" T cell response obtained after CD40-B cell immunization
was always compared to the one obtained with LPS-activated DCs. Our results show that
immunization with CD40-B cells allows for the generation of CD8" Te cells (Figure 2A and
B). However, CpG or LPS activation of CD40-B cells increases the number of Te cells (Figure
2A and B), although 2-fold less than DC immunization. We were also able to induce the
response of endogenous CD8" T cells (without the adoptive transfer of OT-1 T cells) to OVA

using tetramer staining following CD40-B cell immunization (Figure S2).
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Most strikingly, CD40-B cells matured or not with TLR ligands were almost always
unable to induce CD8" Tm cell development while DC immunization led to efficient CD8"
Tm cell generation (Figure 2A-D). Similar results were obtained in the spleen, peritoneum and
bone marrow (not shown). The lack of Tm cell generation with CD40-B cell immunization is
not a consequence of the reduced number of Te cells generated since Tm cells were also
efficiently generated when we immunized with less DCs (Figure S3), which led to the
production of less effectors. In few experiments, some CD8" Tm cells were generated
following CD40-B cell immunization. However, the yield of Tm cell generation was always
very low (Figure 2C). None of the mice immunized with CD40-B LPS or CD40-B CpG cells
developed significant number of Tm cells (at least 5% of effectors; Figure 2D) while a very
low proportion of mice immunized with CD40-B cells did. These results show that TLR
stimulation of CD40-B cells enhanced their in vivo priming potential which leads to an
increased number of Ag-specific effectors but this was not sufficient to promote CD8" Tm cell
generation. Furthermore, we have challenged a cohort of mice where Tm cell generation was
below the detection limit with Lm to confirm the lack of Tm generation. Thirty days
post-immunization with CD40-B LPS cells, mice were not protected from Lm infection as
shown by bacterial counts in the spleen and liver (Figure 2E and F). Notwithstanding, the few
Tm cells that were generated in some experiments were functional as shown by their rapid

recall response when challenged with Ag-pulsed DCs (Figure S4).

We have previously shown that the density of epitope presented by DCs critically
affects the yield of CD8" Tm cell generation [30]. Therefore, we have carefully compared the
level of Kb-OVA complexes at the surface of CD40-B cells and DCs. As shown, in Figure S1
and S5, CD40-B cells express a higher density of epitope than DCs. To definitively rule out
that CD40-B cells were not presenting enough Ag, we have immunized mice with CD40-B
cells loaded with more peptide and showed that this did not ameliorate the formation of CD8"

Tm cells (Figure S5).
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CD40-B cells directly present Ag to CD8" T lymphocytes in vivo

At the end of the culture, we obtained an almost pure population of B cells (~95%)
with few contaminating CD11c’, CD11b" and NKI1.1" cells (less than 1-2% for each
population). To rule out the possibility that contaminating cells contributed to the in vivo
priming of OT-1 T cells, we sorted B cells from the CD40-B LPS cell culture before
immunization. The sorted and unsorted CD40-B LPS cells were as efficient in generating
CD8" Te cells at d4 post-immunization (Figure 3A). These results suggest a direct priming of
CDS" T cells by CD40-B LPS cells, but we could not exclude that B cells were providing the
OVA peptide to endogenous APCs for cross-presentation. To rule out this possibility, we used
Bml mice which express a variant of the MHC class I molecule H2-K”. The H2-K"™
molecule has 3 amino acid substitutions in residues involved in peptide binding and TCR
interaction rendering this molecule unable to present the OVA peptide to OT-1 T cells [31,32].
Therefore, APCs from Bml mice are unable to cross-present the OVA peptide to the
transferred OT-1 T cells allowing us to test if CD40-B cells can directly present the Ag and
prime naive CD8" T cells. Unfortunately, this mutation is sufficient to induce rejection of
transferred OT-1 T cells within 2 to 3 days [33]. To bypass this problem, we transferred into
C57BL/6 or Bml mice 5 X 10° CFSE labeled OT-1 T cells in the morning followed by
LPS-stimulated CD40-B cell or DC immunization in the afternoon. CFSE dilution 2d
post-immunization in the spleen demonstrates that the Ag is directly presented by the injected
CD40-B cells (Figure 3B). All OT-1 T cells in the Bm1 mice have proliferated, suggesting
that CD40-B cells can directly present Ag to naive CD8" T cells.

CD40-B cell or DC vaccination generates similar effectors

To understand why CD40-B cell immunization does not lead to memory generation,
we have characterized Te cell phenotype. Te cells generated following CD40-B cell or DC
immunization have a similar phenotype (Figure 4A and Figure S6). The level of expression of
CD44, CD62L, CD27, CD122 and 1B11 were similar in the different groups indicating
equivalent activation of CD8" effectors following CD40-B cell or DC immunization (Figure
4A). We observed a slightly lower expression of CD127 (IL-7 receptor a chain) by effectors
generated following immunization with CD40-B cells compared to DCs. Since high level of
CD127 expression identifies the effectors that generate memory T cells, we have further
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evaluated if there was a positive correlation between the level of expression of CD127 and the
yield of memory T cells. As shown in Figure 4B, there is no correlation between CD127
expression and the percentage of Tm cells generated for both CD40-B cell and DC
immunizations. The lack of correlation is not surprising since more than 75% of the effectors
have maintained a high level of CD127 expression (Figure S7). Therefore, it is very unlikely
that the deficiency of Tm cell generation with CD40-B cell vaccination is due to lower level of
CDI127. In our immunization conditions, we did not obtain any increase in KLRGI
expression, a marker used to identify short-lived effectors (SLECs) in inflammatory models
(not shown) [4,34]. Due to low inflammation, most of our Te cells bear a MPEC phenotype
[4]. Therefore, the cell surface phenotype of effectors generated after B cell immunization

does not explain the poor generation of CD8" Tm cells.

To better characterize the potential of CD40-B cell vaccination, we evaluated effector
functions of OVA-specific CDS" T cells at the peak of the response. Te cells generated after
B cell or DC immunization produce similar amounts of IL-2 (Figure 5 and Figure S6). All
types of immunization led to IFN-y production by effectors but CD40-B CpG cell vaccination
induces higher production of IFN-y than immunization with CD40-B LPS cells (Figure 5 and
Figure S6). However, granzyme B production is lower following CD40-B cell immunization
(Figure 5 and Figure S6) but this is only statistically significant for CD40-B LPS cell

immunization.

CD40-B cell immunization generates cytotoxic effectors

The lower level of granzyme B production by CD8" Te cells obtained after CD40-B
cell vaccination led us to evaluate their ability to kill target cells in vivo. At d4
post-immunization, mice were injected with OVA loaded target cells and specific lysis was
measured 4h later. Te cells generated with CD40-B cell vaccination have a reduced ability to
kill target cells when compared to the one obtained with DC immunization (Figure 6 A and

B). The reduced cytotoxic activity of Te cells generated after CD40-B cell immunization could
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be a result of their lower frequency when compared to DC immunization (Figure 2). Thus,

CD40-B cell immunization generates functional cytolytic effectors.

Effectors are able to control a bacterial infection

To further assess the functionality of Te cells following CD40-B cell vaccination, we
have measured their ability to control a Lm infection. Four days post-immunization, mice
were challenged with one lethal dose of virulent Lm expressing OVA (Lm-OVA).
Immunization with both CD40-B LPS cells or DCs led to a 4 log decrease in the spleen
bacterial burden at d3 post-infection (Figure 6C). Effectors generated with DC vaccination
seem better than those obtained with CD40-B cells to control Lm spreading in the liver
(Figure 6D). Again, we cannot rule out the possibility that this is caused by the lower number
of Te cells produced with CD40-B cell immunization. Furthermore, both types of Te cells
expanded to the same extent following infection with Lm-OVA indicating that CD40-B cells

do not induce T cell tolerance (Figure S8).

Enhanced contraction and reduced Bcl-6 expression by effectors following CD40-B cell
immunization

Our results clearly show that both DC and CD40-B cell immunizations generate fully
functional CD8" effectors and that only Tm cell generation is impaired following CD40-B cell
vaccination. To further address why effectors generated with CD40-B cell immunization did
not differentiate into Tm cells, we have evaluated the extent of T cell contraction. As shown in
Figure 7A, CD8" Te cells generated with CD40-B cell immunization have a higher rate of
contraction than the one generated with DC immunization. Moreover, at day 10
post-immunization, CD8" Te cells obtained with CD40-B cells were already almost
undetectable (Figure 7A). The enhanced contraction of effectors generated with CD40-B cell

immunization is not due to a lower expression of Bcl-2 (Figure 7B).

The transcriptional network controlling CD8" Tm cell generation has been partially
elucidated over the last years. During CD8" T cell response to infection, the effectors
(short-lived effectors or SLECs) that will die by apoptosis expressed high level of the

transcription factor T-bet while MPECs express lower amount of T-bet [4]. The level of
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expression of the transcription factor Eomes inversely correlates with the level of T-bet
suggesting that high level of Eomes are necessary to promote MPEC development and Tm cell
formation [29,35,36]. Furthermore, Eomes expression is needed for CD8" Tm cell
self-renewal [37]. Similarly to T-bet, the transcriptional repressor Blimp-1 controls the
formation of SLECs and in its absence MPECs are preferentially generated [38,39]. The
transcriptional repressor Bcl-6 is required for CD8" Tm cell generation but unlike T-bet,
Eomes and Blimp-1, it does not contribute to effector formation [40,41]. Furthermore,
Blimp-1 represses Bcl-6 expression allowing for the differentiation of SLECs. Therefore, the
balance of expression of T-bet, Blimp-1, Eomes and Bcl-6 is crucial for efficient development
of CD8" Tm cells. To elucidate why CD40-B cell immunization is not efficient to generate
CD8" Tm cells, we evaluated the expression level of these key transcription factors in Te cells
(CD8'CD45.2") at the peak of the response (d4 post-immunization). We could not detect any
variation in T-bet and Blimp-1 expression in Te cells generated with CD40-B LPS or DC
immunization (Figure 8). Moreover, effectors generated with CD40-B cell immunization
express higher amount of Eomes (Figure 8), which should be beneficial for CD8" Tm cell
generation and self-renewal. These results suggest that CD8" Te cells that are generated with
CD40-B cell immunization are not more terminally differentiated than the ones obtained with
DC immunization. However, we consistently observed a 25% reduction in the level of
expression of Bcl-6 in effectors obtained after CD40-B cell immunization when compared to
DC vaccination (Figure 8). This suggests that CD40-B cells are unable to promote high level
of expression of Bcl-6, a key transcription factor involved in the generation of CD8" Tm cells,

and that this may leads to inefficient differentiation of Te cells into memory cells.

DISCUSSION

To better understand the signals given by different APCs, we have compared CD8" T
cell responses generated after CD40-B cell or DC immunization. Our results clearly
demonstrate that CD40-B cells can present Ag and activate naive CD8" T cells in vivo. It is
not surprising that CD40-B cells can act as efficient APCs in vivo since CD40 stimulation
leads to the up-regulation of MHC class I and II molecules, CD80 and CD86 co-stimulatory
molecules allowing CD40-B cells to present Ag and provide efficient co-stimulation to naive

CDS8" T cells. Previous reports have shown that B cells are tolerogenic APCs [6-12] but they
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used small resting B cells lacking CD80 and CD86 expression, thus explaining why no
priming occurs. In our study, we have also investigated if CD40-B cells directly present Ag to
CD8" T cells or if they only provide Ag for cross-presentation by endogenous APCs. Using
Bml mice as recipients for vaccination, we clearly show that CD40-B cells directly act as
APCs and that cross-presentation by DCs is not necessary to induce a CD8" T cell response.
Therefore, CD40-B cells are good APCs to prime naive CD8" T cells in vivo opening the

potential for their use in vaccination.

When compared to DC, CD40-B cell vaccination generates 2 fold less effectors even
after maturation with LPS or CpG. This small difference is not a clinical issue since it could be
easily compensated by increasing the number of CD40-B cells used in immunization. In fact,
we have observed a similar expansion of Ag-specific CD8" T cells when we used 3-4 times
more CD40-B cells than DCs (Figure S3). Increasing the number of CD40-B cells in
immunization is a relevant solution because it is very easy to generate them in large numbers
from small amounts of human blood. Therefore, our results suggest that CD40-B cell
immunization can be as good as DC immunization to generate Ag-specific CD8" Te cells. Our
results also show that further maturation of CD40-B cells with TLR agonists, CpG or LPS,
increases the number of Ag-specific CD8" T cells generated. Therefore, in vaccination
protocols, it would be advantageous to activate CD40-B cells with TLR agonists to increase

effector generation.

Our results also show that CD40-B cell vaccination is able to induce the proper
differentiation of naive CD8" T cells into functional effectors. Only a minor difference was
observed at the functional level, as effectors obtained with CD40-B LPS cell immunization
produced less granzyme B than those obtained with DC vaccination. Although producing less
granzyme B, these effectors were able to kill target cells in vivo. This indicates that CD40-B
cell vaccination is able to provide all the necessary signals to generate cytolytic effectors.
Furthermore, effectors generated with CD40-B cell immunization expressed similar levels of
IFN-y and IL-2 when compared to Ag-specific CD8" T cells obtained with DC immunization.
The production of IFN-y by effectors obtained with CD40-B cell vaccination is very

106



interesting since IFN-y production correlates positively with clinically effective anti-tumor
response [42-52]. Moreover, Te cells generated with CD40-B cell vaccination are able to
control a Lm infection. Thus, our results show that CD40-B cell immunization generates
functional effectors able to produce IFN-y, to kill target cells and to control bacterial infection.
Therefore, the ability of CD40-B cell vaccination to produce potent effectors renders this

approach of interest to induce anti-tumor T cell responses in cancer patients.

It is intriguing that CD40-B cell vaccination does not generate T cell memory since
most of the Te cells generated have a MPEC phenotype (CD127"KLRG1"). The deficient Tm
cell generation is not due to the reduced number of effectors since decreasing the number of
Te cells generated with DC immunization still lead to the formation of Tm cells (Figure S3).
Therefore, the deficient Tm cell generation suggests that priming with CD40-B cells does not
provide all the necessary signals to allow the differentiation of naive CDS" T cells into
long-lived memory T cells. Further investigations are needed to understand what is missing in

CD40-B cells.

To better understand why CD40-B cell vaccination is not efficient in promoting CD8"
Tm cell generation, we evaluated the expression of T-bet, Eomes, Blimp-1 and Bcl-6 which
are key transcription factors known to influence memory generation and maintenance
[4,29,35-39]. No differences were observed in the expression of T-bet and Blimp-1 in Te cells
obtained from CD40-B cell and DC immunizations. Since the expression level of these
transcription factors control the fate between SLECs and MPECs [29,35,36,38,39,53], our
results suggest that Te cells generated with CD40-B cell immunization are not more terminally
differentiated than the ones obtained with DC immunization and that defective expression of
these transcription factors are not responsible for the poor memory generation that we
observed with CD40-B cell vaccination. Although effectors generated following CD40-B cell
immunization express higher levels of Eomes, they are not able to differentiate into Tm cells
suggesting that high levels of Eomes are not sufficient to promote CD8" Tm cell development.
However, Te cells generated with CD40-B cell immunization express lower amount of the

transcriptional repressor Bcl-6, known to control CD8" Tm cell development [40,41], than
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effectors generated with DC immunization. Therefore, it is possible that this small (25%)
reduction in Bcl-6 expression is responsible for the poor development of CD8" Tm cells
following CD40-B cell vaccination. Further studies should reveal whether reduced Bcl-6
expression is solely responsible for the lack of CD8" Tm cell generation or if improper
induction of other transcription factors contributes to defective formation of CD8" Tm cells

with CD40-B cell immunization.

In our hands, no protection was achieved when mice were challenged with Lm at d30
post-immunization. This is in contrast with the results of Vanden Bush et al [54] reporting
successful protection from Lm infection 30d after CD40-B cell vaccination. However, in their
manuscript, they only looked at protection and did not enumerate the number of CD8" Tm
cells generated. It is possible that a very low number of CD8" Tm cells are generated with
CD40-B cell vaccination rendering their detection difficult. However, it is very clear from our
results that in some experiments, but not all, CD8" Tm cells are generated and are able to
respond to a recall immunization with DCs. Therefore, it is possible that mice will be
protected from a Lm challenge when few CD8" Tm cells are produced. The difference might
also be explained by the protocol used to generate CD40-B cells. Indeed, Bishop’s team used
CD40-B cells that spent only one day in culture [54] while we used cells cultured for 4 days.
We believe that our protocol is closer to what is currently developed for human B cell
expansion [15,20]. Thus, it will be essential to determine if the culture regimen impacts the

ability of CD40-B cells to activate the immune system.

Although CD8" Tm cell generation is not optimal with CD40-B cell vaccination, such
an approach might be viable as a vaccination strategy if a boosting regimen is included.
Indeed, our preliminary results suggest that it is possible to further re-expand the few Tm cells

that were generated in some experiments.
Understanding why CD40-B cell immunization does not promote efficient CD8" Tm

cell differentiation will help our understanding of the mechanisms regulating CD8" Tm cell

generation and should allow for improvement of the APC potential of CD40-B cells.
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Furthermore, the ability of CD40-B cell vaccination to generate cytolytic effectors producing

IFN-y might be very beneficial for therapeutic vaccination.
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Figure 1. CD40-B cells have an activated phenotype. After 3d of culture on murine
3T3-CD40L fibroblasts, CD40-B cells were matured or not with LPS (1 pg/mL) or CpG
(2mM) for 24h (CD40-B LPS and CD40-B CpQ). Freshly isolated splenocytes were used as a
naive B cell control. The histogram bars show the mean of fluorescence intensity (MFI) +/-
standard deviation of the mean (SEM) for the expression of CD86, CD80, CD62L, CD40, K°
and [-A® gated on the CD19" population. The results are pooled from at least three independent
experiments except for CD40 expression on B cells (n=2). * p<0.05, ** p<0.01 and ***

p<0.001.
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Figure 2. Immunization with CD40-B cells induces an in vivo CD8" T cell response.
A. CD40-B cell vaccination generates CD8" Te cells but not Tm cells. 10° female OT-1 T
cells (CD8'CD45.2") were adoptively transferred into congenic B6SJL female mice (CD45.1")
followed by immunization two days later with 2 X 10° CD40-B cells, matured or not with LPS
(1 ug/mL) or CpG (2mM) and loaded with 4 pg/mL OVA or with an irrelevant peptide (IRR).
As a reference recipients were immunized with 2 X 10° DCs matured with LPS and loaded

with OVA peptide. OVA-specific T cells (CD8 CD45.2") were analyzed in the same mouse
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by surgical removal of superficial lymph nodes at d4 (effector) and d30-45 (memory)
post-immunization. Te and Tm cells were identified as CD8"CD45.2" by flow cytometry. The
percentage of Te and Tm cells generated are indicated on each dot plot. B. Percentage of CD8"
Te (left panel) and Tm (right panel) cells recovered at d4 (Te) and d>30 (Tm) in one lymph
node is shown. C. Yield of CD8" Tm cell generation. The yield of Tm cell formation was
calculated as the percentage of Te cells that develop into Tm cells. D. The percentage of mice
that generates more then 5% of CD8" Tm cells is shown for the different immunization
conditions. E and F. Lm challenges. 30d post immunization, mice were challenged with a
lethal dose of Lm-OVA (10° CFU). 3d post challenged, CFU were determined in the spleen
(E) and liver (F) for each mouse. A-D are from at least four independent experiments with at
least two mice per group while E and F are from one independent experiment with three mice

per group. * p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001.
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Figure 3. CD40-B cells directly present Ag to naive CD8" T cells. A. Highly purified sorted
CD40-B cells can induce a CD8" T cell response. Mice were immunized as in Figure 2 with
sorted or unsorted CD40-B cells matured with LPS and loaded with OVA. Percentage of
effectors (CD8 CD45.2") generated is shown at d4 post-immunization. B. Direct priming of
OVA-specific CD8" T cells by CD40-B cells. 5 X 10° CFSE-labelled OT-1 T cells were
adoptively transferred into either C57BL/6 or Bml recipients followed by immunization on
the same day with 6 X 10°® LPS-treated CD40-B cells loaded with OVA (B LPS OVA) or an
irrelevant peptide (B LPS) or 2 X 10° LPS-matured DCs loaded with OVA peptide (DC
OVA). The proliferation of OVA-specific T cells was analyzed 48h later. The histograms
show CFSE-profile gated on OVA-specific CD8" T cells using K°-OVA tetramer staining. The
percentage of undivided cells is indicated on each histogram. 3 independent experiments with

2 mice per group
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Figure 4. Phenotype of the CD8" Te cells generated after CD40-B cell immunization.
A. Phenotype of effectors at d4 post-immunization with CD40-B cells treated or not with TLR
ligands. Immunizations were realized as described in Figure 2 with CD40-B cells (2 X 10°)
treated or not with CpG or LPS and with DCs (2 X 10°) matured with LPS. The bar chart
shows the MFI of expression for CD44, 1B11, CD127, CD122, CD27 by CD8" Te cells
(CD8'CD45.2") normalized to the MFI of endogenous CD8" T cells (CD8'CD45.2"). For
CD62L, the percentage of CD8" Te cells expressing high level of CD62L is shown. B. No
correlation between CD127 expression level and memory generation. The results are from 2
independent experiments for CD27 and CD122 and from at least 3 independent experiments

for the other cell surface molecules. * p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001.
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Figure 5. Cytokine and granzyme B production by OVA-specific CD8" Te cells.
Immunizations were realized as described in Figure 2 with CD40-B cells (2 X 10°6 X 10°)
treated or not with CpG or LPS and with DCs (0.5 X 10°-2 X 10°) matured with LPS. The
MFI ratio was determined as in Figure 4A for IL-2, IFN-y and granzyme B production by
CD8" Te cells at d4 post-immunization. Results are pooled from at least three independent

experiments with a minimun of 2 mice per group. * p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001.

120



A 1500 CD40-B LPS IRR CD40-B LPS OVA DC LPS OVA

E 1% | 3 83% | - 98%
5 1000 ': neg OVA ': neg OVA ': neg OVA
8 ; ] :
500 — 3 3
0 :m lIIH lq! II!T]_—_m lIlH llﬂ IIW]_:m lll'1 lIWTT‘T]_
0 102 10° 104 105 0 102 10% 10* 105 0 102 103 10* 10°
CFSE >
R Y R
-4 o) 1 9 —
275 5 2 188 2107
L @ 107 o 108
S 50 o 6 —= 105
0]} = 10 - 4
Q -) 10 [T ‘103
o 25 6 . O 10
50 10 102
0 103 m 101 D
x o o 14
9 g g9 a © 9o
0 s}
2 8 S 8 S 8
= < <
) [m] [m]
O o o

Figure 6. CD40-B cell vaccination generates functional effector. A. In vivo killing. Mice
were immunized as in Figure 2. Four days post-immunization, CFSE-labeled splenocytes
pulsed or not with OVA were injected as target cells. After 4h, the percentage of CFSE™
(OVA-pulsed; gate labeled OVA on the histogram) and CFSE'" (unpulsed; gate labeled neg on
the histogram) cells were analyzed in the spleen. Percentage of specific lysis is indicated on
the histogram and was calculated using the indicated gate and as described in Material and
Methods. B. Percentage of specific killing by OVA CD8" Te cells. Mean +/- SEM of specific
lysis are shown for the different immunization conditions. 2 mice per conditions, 3
independent experiments. C and D. Lm challenge. Four days post-immunization, mice were
challenged with a lethal dose of Lm-OVA (10° CFU). 3d post-infection (peak of bacterial
load), mice were killed and CFU were determined in the spleen (C) and the liver (D). Mean
+/- standard (SD) are shown. 2-4 mice per conditions, 3 independent experiments. * p<0.05,

** p<0.01 and *** p<0.001.
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Figure 7. Effectors generated with CD40-B cell immunization contract more rapidly than
the one obtained with DC immunization. A. Contraction of the OVA-specific CD8" T cell
response. Mice were immunized as described in Figure 2. Lymph nodes were surgically
removed at 4, 7, 10 and >30 days post-immunization. Cells were stained to determine the
percentage of Te cells generated. The graph shows the percentage of remaining Te cells
(CD8'CD45.2") over time relative to the peak of the response (d4). B. Effectors generated
with CD40-B cell and DC immunization express similar amount of Bcl-2 during the course of
the CD8" T cell response. The MFI of Bcl-2 for OVA-specific CD8" Te cells was normalized
to the MFI of endogenous CD8" T cells to obtain a MFI ratio. 3 independent experiments.
* p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001.
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Figure 8. CD40-B cell immunization generates effectors expressing similar level of T-bet
and Blimp-1, higher level of Eomes and lower amount of Bcl-6. A. Expression of T-bet,
Eomes and Bcl-6 by CD8" Te cells generated following CD40-B cell and DC immunizations.
Four days post-immunization with 2 X 10° CD40-B cells or DCs matured with LPS and
loaded with the OVA peptide, Te cells were stained intracellularily with antibodies against
T-bet, Eomes and Bcl-6 transcription factors. The representative overlay histogram shows
expression of the transcription factor by endogenous T cells (CD8'CD45.2") and
OVA-specific Te cells (CD8'CD45.2"). The MFI is shown on each overlay, the upper bold
number indicates the MFI of OV A-specific effectors (CD8'CD45.2") while the lower number
is for the endogenous population (CD8'CD45.2°). B. Quantification of the level of expression
of T-bet, Eomes and Bcl-6. The histograms shows the MFI of expression for T-bet, Eomes and
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Bcl-6 by OVA-specific CD8" Te cells (CD8 CD45.2") normalized to the MFI of endogenous
CDS8" T cells (CD8'CD45.2°). The results are from at least 2 independent experiments. C.
Similar expression of Blimp-1 by OVA-specific Te cells following CD40-B cell or DC
immunization. At the peak of the response (d4), Te cells were sorted (CD8 'CD45.2") from
spleen to extract RNA. The relative expression of Blimp-1 was determined by quantitative
RT-PCR. Expression relative to a reference sample is shown. Results are from 4 independent

experiments. * p<0.05 and *** p<0.001.
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Figure S1. Characterization of CD40-B cells. A. Phenotype of CD40-B cells and DCs. B
cells were grown from B6SJL splenocytes on irradiated murine NIH-3T3 fibroblasts
transfected with the mouse CD40L cDNA. After 3 days of culture, B cells were matured with
LPS (1pg/mL) or CpG-DNA (2mM) for 24h. Freshly isolated splenocytes were also stained as



controls. Dendritic cells (DC) were obtained by culturing bone marrow cells during 7 days
with GM-CSF and IL-4 and were matured with LPS (1ug/mL) on day 6. Percentage of CD19"
cells, percentage of CDIlc" cells or mean fluorescence intensity are indicated on each
histogram. CD86, CD80, IA®, K°, and CD62L histograms were gated on CD19" cells for
CD40-B cells and splenocytes or on CD11c¢" cells for DCs. B. Similar loading of the OVA
peptide for each B cell culture conditions. SIINFEKL (OVA) peptide (4 ng/ml) was added on
day 3 of culture. The K°-OVA complex was detected using a monoclonal antibody (25.D1.16)
that specifically recognizes this peptide-MHC complex. The staining for K>-OVA is shown for

each culture conditions
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Figure S2. Immunization with CD40-B lymphocytes induces an endogenous response.
C57BL/6 mice were immunized with 2 X 10° CD40-B cells or DCs matured with LPS
(1ng/mL) and loaded with SIINFEKL (OVA) peptide. Responses were measured in the blood
7 days post-immunization with K>-OVA tetramer staining. A. Representative dot plot are
shown. Cells were previously gated on CD8 CD3" cells. B. Percentage of response for each
immunized mouse is shown. 2 independent experiments. Statistical analysis was done using a

t-test. *p<0.05 and **p<0.01.
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Figure S3. Immunization with CD40-B cells can generate an effector response
comparable to immunization with DCs. 10° female OT-1 cells were adoptively transferred
into B6SJL female mice followed by immunization with 2 X 10° or 6 X 10° CD40-B cells,
matured with LPS (1pug/mL) or CpG-DNA (2mM) and loaded with 4 pug/mL of SIINFEKL
(OVA) peptide. As a reference recipients were immunized with 0.5 X 10° or 2 X 10° DCs
matured with LPS and loaded with OVA peptide. OVA-specific T cells (CD8 CD45.2")
effector response was analyzed in the same mouse by surgical removal of superficial lymph
nodes at d4 and d30 or more. A. Percentage of Te cells (CD8'CD45.2") generated with 6 X
10° (6M) CD40-B LPS OVA, 6M CD40-B CpG OVA or 2 X 10° (2M) DC LPS OVA
immunization. B. Percentage of Te cells (CD8'CD45.2") obtained with 2M CD40-B LPS
OVA, 2M CD40-B CpG OVA or 0.5 x 10° (0.5M) DC LPS OVA immunization. C.
Percentage of Tm cells (CD8'CD45.2") generated following immunization with 2M CD40-C
CpG OVA, 2M CD40-B LPS OVA or 0.5M DC LPS OVA. D. Memory yield (% of Tm cells
generated from Te cells) is shown for the different immunization conditions (as in B). Each
dot represents one mouse. Medians are shown and Kruskall-Wallis statistical analysis was

performed. ** p<0.01, *** P<0.001.
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Figure S4. Recall response of CD8" memory T cells after a challenge with Ag-pulsed
DCs. 10° female OT-1 T cells (CD8°CD45.2%) were adoptively transferred into congenic
B6SJL female mice (CD45.17) followed by immunization two days later with 2 X 10°
CDA40-B cells, matured or not with LPS (1pg/mL) or CpG (2mM) and loaded with 4ug/mL of
OVA peptide or with an irrelevant peptide (IRR). As a reference recipients were immunized
with 2 X 10° DCs matured with LPS and loaded with OVA peptide. The presence of
OVA-specific T cells (CD8'CD45.2") were analyzed in the same mouse by surgical removal
of superficial lymph nodes at d4 (effector; top row) and d44 (memory; middle row) of the
primary response. At d45 post-immunisation, mice were challenged or not with 1.25 X 10°
DCs matured with LPS and pulsed with the OVA peptide. Three days (d48) post-challenge,
mice were sacrificed and OVA specific CD8" memory T cell (CD8'CD45.2") expansion was

evaluated in the lymph nodes (bottom row).
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Figure S5. Defective memory T cell generation with CD40-B cell vaccination is not due to
lower epitope density. A. CD40-B cells express a higher density of epitope than DCs. The
level of K>-OVA MHC-peptide complex expressed by the different APCs was evaluated using
a monoclonal antibody (25.D1.16) that specifically recognizes this peptide-MHC complex.
The staining for K°>-OVA is shown for each APC type used for immunization. The mean
fluorescence intensity of K°-OVA expression is indicated for each APC type next to the
legend. B. Increasing epitope density on CD40-B cells does not improve the generation of
CD8" memory T cells. 10° female OT-1 T cells (CD8'CD45.2") were adoptively transferred
into congenic B6.SJL female mice (CD45.1") followed by immunization two days later with 2
X 10° CD40-B cells, matured with LPS (1 ug/mL) and loaded with different concentrations of
OVA peptide (4 or 10 pug/ml) or with an irrelevant peptide (IRR). As a reference recipients
were immunized with 2 X 10° DCs matured with LPS and loaded with 2 pg/ml of OVA
peptide. The dot plots show the effector (d4) and memory responses (d32) for each
vaccination conditions. The percentage of effector and memory (CDS8'CD452") T cells

generated are indicated on each dot plot.
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Figure S6. Phenotype and function of effector CD8" T cells generated after CD40-B cell
immunization. A. Phenotype of OVA-specific CD8" effector T cells. 10° female OT-1 cells
were adoptively transferred into B6SJL female mice followed by immunization with 2 X 10°

CD40-B cells, matured or not with LPS (1ug/mL) or CpG-DNA (2mM) and loaded with 4



pg/mL SIINFEKL (OVA) or an irrelevant peptide (IRR). As a reference recipients were
immunized with 2 X 10° DCs matured with LPS and loaded with OVA peptide. 4 days
post-immunization, lymph nodes were removed by surgery and the phenotype of effectors was
analysed by flow cytometry. The overlays show expression of the different cell surface
markers by OVA-specific T cells (CD8'CD45.2") compared to endogenous T cells
(CD8'CD45.2"). The mean fluorescence intensity (MFI) is indicated on each histogram, the
upper bold number indicates the MFI of OVA-specific effectors (CD8'CD45.2") while the
lower number is for the endogenous population (CD8'CD45.2°). B. Acquisition of effector
functions by OVA-specific CD8" T cells following CD40-B cell vaccination. OVA-specific
effector CD8" T cells were generated as in A. 4 days post-immunization, cells were
restimulated for 4h with PMA/ionomycin in the presence of brefeldin A to evaluate IFN-v,
IL-2 and granzyme B production. The overlays show production of the different effector
molecules by OVA-specific T cells (CD8'CD45.2") compared to endogenous T cells
(CD8"CD45.2). The MFI is indicated on each histogram, the upper bold number indicates the
MFI of OV A-specific effectors (CD8'CD45.2") while the lower number is for the endogenous
population (CD8'CD45.2")
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Figure S7. The majority of effectors generated with CD40-B cell immunization express
high level of CD127. 10° female OT-1 cells were adoptively transferred into B6SJL female
mice followed by immunization with 2 X 10° CD40-B cells or DCs matured with LPS
(1ug/mL) and loaded with SIINFEKL (OVA). OVA-specific T cells (CD8 CD45.2") effectors
response was analyzed in superficial lymph nodes at d4 post-immunization. Percentage of
effectors highly expressing CD127 are shown. 3 independent experiments, 2-3 mouse per

experiments.
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Figure S8. Similar CD8+ effector T cell expansion following Listeria monocytogenes
challenge. 10° female OT-1 T cells (CD8 CD45.2") were adoptively transferred into congenic
B6SJL female mice (CD45.17) followed by immunization two days later with 2 X 10° CD40-
B cells, matured or not with LPS (1 pg/mL) and loaded with 4 pug/mL OVA or with an
irrelevant peptide (IRR). As a reference recipients were immunized with 5 X 10° DCs
matured with LPS and loaded with OVA peptide. Four days post-immunization, mice were
challenged with a lethal dose of Lm-OVA (10° CFU). On the day of challenge and 3d
post-infection (peak of bacterial load) blood was harvested, stained and analyzed by flow
cytometry. Percentage of CD8'CD45.2" effectors before and after challenge were determined
to calculate fold expansion. Mean +/- SEM are shown. 2-4 mice per conditions, 3 independent

experiments. * p<0.05 and ** p<0.01.
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Article II. Notch signalling regulates PD-1 expression during CDS8"

T cell activation

Meélissa Mathieu*ﬂ, Natacha Cotta-Grand*“, Jean-Francois Daudelin*, Paméla

Thébault , and Nathalie Labrecque ™

Cet article est publié dans le journal Immunology and Cell Biology, vol 91, p.82-8 (2013)

Gréce a ce second papier, nous avons débuté 1’étude du role de la voie de signalisation Notch
lors de Dactivation des lymphocytes T CD8". Cet article est issu de ma collaboration avec N.
Cotta-Grand sur le projet visant a élucider le rdole de la voie de signalisation de Notch dans la
réponse immunitaire des lymphocytes T CD8". Voici les contributions détaillées de chacun
des auteurs. D’abord, dans un travail d’équipe avec N. Cotta-Grand et N. Labrecque, j’ai
participé a la conception de chacune des expériences décrites dans cet article (contribution
conceptuelle de 75-80 %). J’ai aussi réalisé 42.5 % des expériences décrites dans cet article.
Comme nous somme co-auteur, Cotta-Grand N a aussi réalisé environ 42.5 % des expériences
présentées et Daudelin JF 10 %. Thébault P a reproduit quelques expériences comptant pour
5%. Par I’¢élaboration de figures, j’ai contribué a I’écriture de ce papier (contribution de 10
% a I’écriture). Finalement, ¢’est moi qui ai assemblé et soumis le papier. Tous les auteurs de

ce papier ont contribué a la réflexion et a I’intégration des résultats de ce papier.
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SUMMARY

PD-1 is an inhibitory receptor involved in T cell activation, tolerance and exhaustion. Little is
known on how the expression of PD-1 is controlled during T cell activation. Recent studies
demonstrated that NFATcl and IRF9 regulate Pdcdl (PD-1) transcription and that T-bet acts
as a transcriptional repressor. In this study, we have investigated the role of the Notch
signaling pathway in PD-1 regulation. Using specific inhibitors of the Notch signaling
pathway, we showed decreased PD-1 expression and inhibition of Pdcdl transcription by
activated CD8" T cells. Chromatin immunoprecipitation further showed occupancy of the
Pdcdl promoter with RBPJx and Notchl intracellular domain at RBPJx binding sites. Our
results identify the Notch signaling pathway as an important regulator of PD-1 expression by

activated CD8" T cells.

Keywords: CD8" T cells, PD-1, Notch signaling, T cell activation
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INTRODUCTION

The PD-1, programmed cell death 1, surface receptor belongs to the CD28 family and is
expressed on activated T cells, natural killer T cells, B cells and myeloid cells'. PD-1 interacts
with two B7 family ligands, PD-L1 and PD-L2. PD-L1 is widely expressed on APCs and
hematopoietic cells whereas PD-L2 is only expressed on macrophages and dendritic cells
(DCs)?. The interaction between PD-1 and one of its ligand simultaneously with TCR or BCR
engagement activates an inhibitory pathway which leads to abrogation of cellular response® °.
PD-1:PD-ligands interaction can lead to CD8" T cell exhaustion during chronic viral infection
such as LCMV, HIV and HCV*®. Indeed high level of PD-1 expression by Ag-specific T cells
correlates with high viral load and blocking PD-1:PD-L1 interaction restores CD8" T cell
proliferation and effector functions. Furthermore, PD-1 plays a major role in T cell tolerance

and prevention of autoimmunity™ '

. Therefore, a better understanding of the molecular
events controlling PD-1 expression levels is essential to control T cell response. Very little is
known on the transcriptional regulation of PD-1 expression. During T cell activation, the
TCR-induced transcription factor NFATcl binds to the Pdcdl (PD-1) promoter and
contributes to Pdcd] transcription'”. Furthermore, IFN-y synergizes with the TCR signal to
promote and sustain Pdcd] transcription, via direct binding of IRF9 to the Pdcdl promoter'>.

However, during chronic infection, the high level of PD-1 expression on exhausted CD8" T

cells is due to reduced expression of T-bet, identifying T-bet as a transcriptional repressor of

Pdcdl™.

Notch signaling is a key pathway controlling cell fate choice in a large numbers of cell types
including immune cells. In mammals, four Notch receptors (Notch 1-4) and five ligands
(Jagged-1, Jagged-2, Delta-like-1, Delta-like-3 and Delta-like-4) have been identified". After
interaction with Notch ligands, the Notch receptor is processed by two sequential enzymatic
cleavages which first involve ADAM metalloprotease and then gamma-secretase to produce
the Notch intracellular domain (NICD)'® . NICD translocates into the nucleus where it
interacts with the RBPJx/CSL transcription factor to activate the transcription of classical
effectors (Deltex, Hesl and Hes5) of this pathway and of other tissue-specific target genes'®

" Recently, Notch has been implicated in the control of Eomes, perforin and granzyme B
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20-21 Therefore, the role of the Notch signaling pathway in CD8" T

expression by CD8" T cells
cell response has led us to evaluate its contribution to PD-1 expression. In this study, we
demonstrate that Notch signaling directly controls Pdcdl transcription in activated CD8" T

cells.

RESULTS

Regulation of PD-1 expression by the Notch signaling pathway

To investigate the role of Notch signaling in CD8" T cell activation, we used artificial APCs
(aAPCs) to activate OT-1 CD8" T cells in vitro. These aAPCs express Jagged-1, Jagged-2,
Delta-like-1 and Delta-like-4 (Figure la) while Notchl and Notch2 expression levels
increased in OT-1 T cells with activation (Figure 1b and c). Since T cells express Notch
receptors and APCs express Notch ligands, we evaluated if Notch signaling was induced
following CD8" T cell activation with aAPCs. Stimulation of OT-1 T cells with aAPCs
induces Hesl transcription (Figure 1d), a classical Notch target gene. Furthermore, we
observed a dose-dependent inhibition of transcription of the Notch target genes Hesl and Dtx1
following the addition of the gamma-secretase inhibitor DAPT which inhibits the production

of NICD (Figure 1d and e).

This system offers a unique way to evaluate the impact of Notch inhibition on CD8" T cell
activation. Interestingly, inhibition of Notch signaling with DAPT during OT-1 T cell priming
with aAPCs only slightly decreases CD44 expression (Figure 2a) while it significantly reduces
the up-regulation of the inhibitory receptor PD-1 on OT-1 T cells (Figure 2b and e). The effect
of Notch inhibition on PD-1 expression is not due to lower activation of OT-1 T cells since we
also observed decreased PD-1 expression in condition (20 UM DAPT) where T cell activation

is not affected (Figure 2c).

To confirm the effect of Notch signaling inhibition on PD-1 expression, we performed similar

experiments using polyclonal T cells. Unfractionated splenocytes from CS57BL/6 mice,

containing APCs expressing Notch ligands, were stimulated with anti-CD3 and anti-CD28

antibodies in the presence of DAPT. As shown in Figure 2d, we also observed a

dose-dependent inhibition of PD-1 expression by CD8" T cells following anti-CD3/CD28
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stimulation. These results suggest that Notch signaling controls PD-1 expression during CD8"

T cell activation.

Notch signaling regulates Pdcdl transcription by activated OT-1 CD8" T cells

The impact of DAPT treatment on PD-1 up-regulation by activated CD8" T cells suggests that
the Notch signaling pathway may control Pdcd! transcription. To prove that Notch signaling
influences PD-1 transcription, OT-1 CD8" T cells activated with aAPCs for 24h in the
presence of DAPT were sorted followed by RNA extraction and RT-qPCR. As shown in
Figure 2f, the addition of DAPT led to reduced transcription of the Pdcdl gene. This effect
was also shown to occur even with low doses of DAPT (10 and 20 uM) that do not interfere
with CD44 expression (Figure 2c). These results show that Notch signaling regulates PD-1

expression at the transcriptional level in activated OT-1 CD8" T cells.

Specific inhibition of Notch-induced transcriptional activation impaired PD-1 expression
by activated CD8" T cells

Although the gamma-secretase inhibitor DAPT is usually considered as a specific inhibitor of
the Notch signaling pathway, it also inhibits the cleavage of other gamma-secretase
substrates® 2. In our model, we have observed a small impact of DAPT on CD44 expression
by CDS8" T cells®. To further prove that Notch signaling controls PD-1 expression by
activated CDS8" T cells, we used a highly specific inhibitor of Notchl (SAHM1) that was
recently developed®. SAHMI is synthetic, cell-permeable, stabilized o-helical peptide of
MAMLI that inhibits the binding of full-length MAMLI1 to the NICD-RBPJx complex and
thus prevents Notchl-induced transcriptional activation®. As shown in Figure 3a and b, the
use of the Notch transcriptional inhibitors SAHM1 at 45 uM leads to a significant inhibition of
PD-1 cell surface expression at 24h post-stimulation. This inhibition is slighter than the one
obtained with DAPT, which might be due to reduced cell permeability of SAHMI, a small
peptide, compared to the small DAPT compound or to the sole inhibition of Notchl with
SAHMI. As with DAPT, inhibition of the Notch signaling pathway with SAHM1 did not
affect the expression of other molecules that are upregulated (CD44 and CD69) or
downregulated (CD127) following T cell activation (Figure 3c). The expression of CD25,
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CD62L, Notchl and Notch2 were not affected by DAPT or SAHMI1 treatment (data not
shown). These results implicate the Notch signaling pathway in the regulation of PD-1

expression following CD8" T cell activation.

Notch inhibition with DAPT minimally affects CD8" T cell proliferation

Our results showed a specific effect of the Notch signaling pathway in the regulation of PD-1
expression by activated CD8" T cells while not affecting the regulation of other activation
markers. This suggests that the reduced PD-1 expression observed following Notch inhibition
is probably not due to a lower level of CD8" T cell activation. To further rule out this
possibility, we evaluated the impact of Notch inhibition with DAPT on T cell proliferation, a
later events of T cell activation. As shown in Figure 4, the addition of DAPT to the OT-1 T
cell-aAPC co-culture only minimally reduced Ag-induced CD8" T cell proliferation. A
statistically significant difference was only observed with the highest concentration of DAPT
and only for cells that have reached the third division (Figure 4b). These results further
suggest that the Notch signaling pathway directly controls PD-1 expression since it has only a

minimal effect on T cell activation.

Notch regulates PD-1 expression throughout activation

To further confirm that the decreased PD-1 expression on activated CD8" T cells following
Notch inhibition with DAPT was not due to an effect on T cell activation, we have measured
PD-1 expression over cellular division. If the effect of DAPT on PD-1 expression was due to
reduced T cell activation, we should observe normal expression of PD-1 in cells that have
gone through several rounds of division. However, Notch inhibition leads to a reduction of
PD-1 expression independently of the number of cell divisions reached by CDS8" T cells
(Figure 5). In contrast, in absence of Notch inhibition, PD-1 up-regulation increased with the
number of T cell division (Figure 5a). These results clearly demonstrate that Notch inhibition

influences PD-1 expression and that this effect does not occur due to reduced T cell activation.

Direct regulation of PD-1 expression by the Notch signaling pathway
To investigate whether Notch signaling directly regulates PD-1 transcription through binding
to the PD-1 promoter, we scanned the PD-1 promoter for the presence of putative RBPJx
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binding sites. We could identify three putative RBPJk binding sites within the 3kb of genomic
mouse DNA upstream of PD-1 exon 1 and one site in intron 1 (Figure 6a). These sites were
conserved in the rat PD-1 promoter suggesting that they have a physiological role. To prove
that Notch signaling directly influences PD-1 transcription via formation of a NICD-RBPJk
complex at the PD-1 promoter, we have performed ChIP assays to evaluate if RBPJk and
NICD were bound to the three putative sites. As a first step, we have defined that PD-1 is
actively transcribed between 6 and 24h of activation (Figure S1). As shown in Figure 6b and c,
RBPJxk and NICD directly bind to the putative RBPJx binding sites 1 and 3 of the Pdcdl gene
in activated T cells. These results suggest a direct regulation of Pdcdl transcription by the

Notch signaling pathway in activated CDS8" T cells.
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DISCUSSION

Our results identify a role for the Notch signaling pathway in the control of Pdcdl
transcription during CD8" T cell activation. The inhibition of the Notch signaling pathway
with either the gamma-secretase inhibitor DAPT or with the Notch transcription inhibitor
SAHMI1 lead to reduced cell surface expression of PD-1 on CD8" T cells following antigenic
stimulation. The inhibition of PD-1 expression with the highly specific inhibitor SAHMI
shows that the Notch signaling pathway directly controls PD-1 expression. The reduced
inhibition of PD-1 expression that is observed with SAHMI1 compared to DAPT can be
explained as follows. It is possible, that the effective concentration of the SAHM1 peptide
within the cells is lower than the one obtained with DAPT, due to its bigger size. Another
possibility might reside in the specificity of SAHMI1 that was designed to inhibit the
interaction of human Nocthl intracellular domain with the co-activator MAML1%*. Thus, it is
possible that SAHM1 only efficiently inhibits Notchl while DAPT will inhibit both Notch1
and Notch2, which are both expressed by activated CD8" T cells. We can also not exclude that
some of the effect of DAPT are not Notch-dependent and occurs via the inhibition of the

cleavage of others molecules that are substrates of gamma-sécrétase” .

Our results also rule out an indirect effect of Notch inhibition on PD-1 expression. Indeed, the
inhibition of Notch signaling with DAPT did not affect the expression of other cell surface
molecules such as CD44, CD69 and CD127 indicating that DAPT did not inhibit T cell
activation. Furthermore, Notch inhibition with DAPT decreased PD-1 expression on activated
CD8" T cells independently of the number of division reached by the CD8" T cells. These
results further confirmed that the effect of DAPT on PD-1 expression is specific and not a
consequence of reduced cellular activation. Combined with our observation of a direct binding
of NICD to the Pdcdl promoter, our results are in favor of a direct role of the Notch signaling

pathway in Pdcd] transcription.

PD-1 is an inhibitory receptor that abrogates cellular response when engaging its ligand. As
such, a reduction of PD-1 expression could have led to an enhancement of T cell proliferation.
However, we observed a small reduction in T cell proliferation following DAPT treatment.

This is probably due to other effect of the DAPT treatment on T cells since the Notch
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signaling pathway was shown by others to influence T cell proliferation, differentiation and

. 15, 25, 26
survival =,

The lack of RBPJx binding to the Pdcdl promoter in resting naive T cells suggests that T cell
activation is required to open the chromatin at the Pdcdl locus to give RBPJx access to its
consensus sites. Such an activation induced binding of RPBJk to the GATA-3 promoter has
also been reported”’. Furthermore, the Pdcdl promoter is methylated in naive resting T cells

which may impact the accessibility of RBPJ« to its binding sites®.

Oestreich et al. demonstrated that the transcription factor NFATc1 regulates PD-1 expression
during T cell activation'2. The NFAT binding site is located near the RBPJx site on the Pdcdl
promoter. Therefore, it is possible that during CD8" T cell activation, both NICD and NFAT
are required to induce PD-1 transcription. This may occur via TCR-induced translocation of
NFAT to the nucleus following Ag encounter and via the production of NICD following
interaction of Notch receptors expressed by CD8" T cells and Notch ligands expressed by
APCs. A similar interaction between NFAT and Notch signaling was reported to control
keratinocyte growth and differentiation”. Further studies should reveal if a similar integration

exists following Ag presentation to CD8" T cells.

The lack of enrichment of NICD at the Pdcdl promoter at 24h post-activation suggested an
early role for Notch-induced Pdcdl transcription following T cell activation. However, our
experiments clearly show that Notch inhibition also impacts PD-1 expression at later stage of
CD8" T cell activation. Indeed, PD-1 expression is also decreased after 48h of T cell activation
and this is also observed in highly activated T cells that have made several rounds of division.
Thus, we do not think that Notch is only relevant for the early transcription of Pdcdl
following T cell activation. The non-significant recruitment of the Notchl intracellular domain
at 24h can be possibly explained by: i) a permanent modification of chromatin structure
following Notchl binding to the promoter; ii) the fact that we used an antibody that only
recognized Notchl for the immunoprecipitation and that activated T cells express both Notchl

and 2; or iii) that the PD-1 protein is very stable. If Notch was responsible for early
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transcription of PD-1 and that NFATc was playing a role for the prolonged expression of
PD-1, we should have not seen a decreased of PD-1 expression over 48h. However, it is
possible, that Notch is recruited first and then imposes a chromatin state were NFATc binds

for prolonged period on the Pdcdl promoter.

Understanding how PD-1 expression is controlled during T cell activation is of great interest
since PD-1 has an important role in regulating immune response as well as tolerance® > °''.
Several studies have demonstrated a role for PD-1 in CD8" T cell exhaustion during chronic
infection™®. We demonstrated that Notch signaling, which is induced during T cell activation,
can control PD-1 expression. We showed that blocking Notch signaling (with DAPT and
SAHM1) leads to the inhibition of PD-1 expression probably by preventing the formation of a
NICD/RBPJx complex on the Pded1 promoter. We can postulate that during chronic infection,
continued Ag presentation by APCs expressing Notch ligands can lead to a sustained
activation of the Notch signaling pathway, which can induce PD-1 expression on T cells
maintaining them into an exhausted state. If this is the case, inhibiting the Notch signaling

pathway during chronic infection should allow to restore T cell function and to cure the

infection.
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METHODS

Mice

Mice were bred under specific-pathogen-free condition in accordance with the Animal Care
Committee. OT-1 mice, on a RAG-deficient background, expressed a TCR specific for the
OVA257-264 peptide in the context of Kb30.

T cell activation and proliferation assays

The fibroblast cell line MEC.B7.SigOVA (aAPC) transfected with B7-1 and a minigene
encoding the OV Ajs7.064 peptide was a gift from Dr Schoenberger31. Irradiated (3000 rad)
aAPCs were seeded at 500,000 cells per well in 6-well plates and cultured overnight. Wells
were washed to remove non-adherent cells and debris. 3 X 10® OT-1 cells were added and
cultured for 24h or 48h (as indicated in the Figure legends) with different doses of the gamma-
secretase inhibitor DAPT (Sigma) or the Notch transcription factor inhibitor SAHMI
(Millipore) or DMSO. To measure proliferation, OT-1 T cells were labeled with CFSE (0.5
UM) before co-cultured for 48h on aAPCs.

Total splenocytes from 8- to 12-wk-old C57BL/6 mice were stimulated with coated anti-
mouse CD3e (1ug/ml) and soluble anti-mouse CD28 (5ug/ml) Abs for 72h. After activation,
cells were stained as previously described*® with anti-CD8 (BD Bioscience), anti-CD69
(Cedarlane), anti-CD127 (eBioscience), anti-CD44 (Biolegend), anti-Notchl (Biolegend),
anti-Notch2 (Biolegend) and anti-PD-1 (Biolegend) Abs.

RT-PCR and quantitative real-time PCR
RNA was isolated using TRIzol (Invitrogen) and reverse transcribed into cDNA using
Superscript II with oligo(dT) primers (Invitrogen) followed by conventional or quantitative

PCR as previously described’> **. Primer sequences are shown in Table S1.

ChIP
ChIP assays were performed according to the manufacturer’s instructions (Millipore) starting

with 10° OT-1 naive T cells or OT-1 T cells primed on aAPCs for 6 and 24h. Abs used were
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goat anti-RBPJx clone D20 (Santa Cruz Biotechnology) and rabbit polyclonal to activated
Notchl (Abcam). The kidney-specific Tamm-Horsfall gene promoter (Thp), which does not
have any consensus RBPJx binding site, was used as internal control. Primers are described in

27AACT method, where AACr is calculated

Table S1. Fold enrichement was calculated using the
as follows: (ChIP Cr — input Cr of the target region) — (ChIP Ct — input Cr of the reference

region).
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Figure 1 Notch signaling in OT-1 T cells. (a-b) Notch ligands (a) and receptors (b)
expression by APCs and OT-1 CD8" T cells. RNA was extracted from LPS matured DCs,
aAPCs, naive and sorted OT-1 T cells that were stimulated with aAPCs for 2, 4, 6 or 24 hours.
Notch ligands and receptors expression were studied by RT-PCR. HPRT was used as an
internal control. R: reverse transcription and N: no reverse transcription. (¢) Notchl and
Notch2 expression is induced following activation of OT-1 T cells. Unstimulated (Oh) or OT-1
T cells stimulated for 24h with aAPCs were stained with anti-Notchl and anti-Notch2
antibodies. (d) Induction of Hes!I expression following aAPC activation of OT-1 T cells. RNA
was extracted from sorted OT-1 T cells primed on aAPCs for 24h and RT-qPCR was realized
to study HesI expression. Target gene expression is normalized to HPRT. (e) Inhibition of the
induction of Hesl and Deltex by DAPT in OT-1 CD8" T cells. Different concentrations of
DAPT were added during the priming of OT-1 T cells with aAPCs. After 24h of stimulation,
OT-1 T cells were sorted before RNA extraction and reverse-transcription. Dix/ and Hes!
mRNA expression was assessed by qPCR. Target gene expression is normalized to HPRT.

The results are from 3 to 4 independent experiments.
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Figure 2 Notchl signaling controls PD-1 up-regulation in activated OT-1 T cells. (a)
CDS8" T cell activation is minimally influenced by Notch signaling. OT-1 T cells were
co-cultured with aAPCs for 24h in the presence of DAPT (0 to 50 uM) followed by detection
of CD44 up-regulation. (b) Inhibition of Notch signaling leads to defective expression of PD-1
following CD8" T cell activation. OT-1 T cells were stimulated as in a and stained with anti-
PD-1 Ab. (c) DAPT inhibits PD-1 expression even when CD8" T cell activation is not
affected. OT-1 T cells were primed on aAPCs for 24h with or without 20 uM of DAPT
followed by staining with anti-CD44 and anti-PD-1 Abs. (d) Inhibition of PD-1 expression in
polyclonal CD8" T cells by DAPT. Total splenocytes were stimulated with anti-CD3 and
anti-CD28 Abs for 72h. The overlay shows PD-1 expression on CD8" T cells stimulated in the
presence of different DAPT concentrations. (e) Quantification of PD-1 expression. OT-1 T
cells were stimulated as in a. The graph illustrates the relative expression of PD-1 in DAPT
treated OT-1 T cells compared to untreated cells. (f) Pdcdl transcription is regulated by Notch
signaling. OT-1 T cells were primed on aAPCs for 24h with different concentrations of DAPT.
CDS" T cells were sorted before RNA extraction followed by RT-qPCR analysis of PD-1
expression. Pdcdl expression was normalized to Hprt. Pdcdl relative expression to untreated
activated T cells is shown. The data are from at least three independent experiments. Data are
represented as mean +/- SEM. Statistical significance between groups was tested using Anova,

* p<0.05, *** p<0.001.
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Figure 3 Specific inhibition of the Notch transcriptional complex affects PD-1
up-regulation following CD8" T cell activation. (a) The Notch transcription factor inhibitor
SAHM1 inhibits PD-1 expression following CD8" T cell activation. OT-1 T cells were
stimulated as in Figure 2a in the presence of different concentrations of DAPT or SAHM1 for
24h and then stained with anti-PD-1 Ab. The overlays show PD-1 expression following DAPT
(left) or SAHM1 (right) treatment. Naive cells were included as a negative control. (b)
Quantification of PD-1 expression. OT-1 T cells were stimulated as in a. The graph illustrates
the relative expression of PD-1 in DAPT or SAHMI1 treated OT-1 T cells compared to
untreated cells. (c) SAHMI1 or DAPT does not affect the expression of CD44, CD69 and
CD127 by activated CD8" T cells. OT-1 T cells were stimulated as in a. The graph illustrates
the relative expression in DAPT or SAHMI1 treated OT-1 T cells compared to untreated cells.
The data are from four independent experiments. Data are represented as mean +/- SEM.
Statistical significance between groups was tested using Anova; * p<0.05, **p<0.01 and ***

p<0.001.
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Figure 4 Notch inhibition with DAPT minimally affects CD8" T cell proliferation. (a)
Effect of DAPT on T cell proliferation. CFSE-labeled OT-1 T cells were co-cultured for 48h
with aAPCs. The overlay shows CFSE fluorescence intensity of OT-1 T cells stimulated with
aAPCs in the presence or absence of DAPT. (b) Notch inhibition influences the number of
division reached by CD8" T cells following antigenic stimulation. The percentage of cells that
have attained a certain division (div) is indicated. The data are from three independent
experiments. Data are represented as mean +/- SEM. Statistical significance between groups

was tested using Anova; * p<0.05.
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Figure 5 DAPT inhibition of PD-1 expression is sustained through division. (a) Reduced
PD-1 expression by CDS" T cells following Notch inhibition occurs independently of the
number of division achieved by T cells. OT-1 T cells were stimulated as in Figure 4 and
stained with anti-PD-1 Ab. The histogram shows PD-1 expression by activated CD8" T cells
in function of the number of divisions. The MFI of PD-1 expression is indicated on each
histograms. (b) Quantification of PD-1 expression in function of the number of divisions. The
graph illustrates the relative expression of PD-1 in DAPT treated OT-1 T cells compared to
untreated cells. The data are from three independent experiments. Data are represented as
mean +/- SEM. Statistical significance between groups was tested using Anova; * p<0.05,

**p<0.01 and *** p<0.001.
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Figure 6 Notch signaling directly regulates PD-1 transcription. (a) Analysis of the PD-1
gene identifies three conserved RBPJk-binding sites. Numbers indicate distances in base pairs
from exon 1. (b-c) ChIP of RBPJk (b) and NICD (c) at putative RBPJk binding sites of the
PD-1 promoter. OT-1 T cells were activated on aAPCs for 6 or 24h. ChIP was performed
using anti-RBPJx or anti-NICD Ab followed by gPCR analysis. The kidney-specific
Tamm-Horsfall gene promoter, which does not have any RBPJk binding site, was used as
internal control. Fold enrichment was calculated as described in Methods. The data are from at

least 2 independent experiments. **p<0.02.
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TABLE S1. PCR primers

Gene Forward Reverse Application
Jagged-1 GGATGATGGGAACCCTGTCAAG TGTTTATTTGTCCAGTTCGGGTG RT-PCR
Jagged-2 CGCACCTGCACACATAACACCAAT GTCGGGCACAGTTGTTGTCCAAAT RT-PCR
Delta-like-1 GTCACAGAGCTCTGCAGGAG TGTGGGCAGTGCGTGCTTCC RT-PCR
Delta-like-4 GCACCAACTCCTTCGTCGTC TCACAAAACAGACCTCCCCA RT-PCR
Notchl TGTTAATGAGTGCATCTCCAA CATTCGTAGCCATCAATCTTGTCC RT-PCR
Notch2 TGGAGGTAAATGAATGCCAGAGC TGTAGCGATTGATGCCGTCC RT-PCR
HPRT GTAATGATCAGTCAACGGGGGAC CCAGCAAGCTTGCAACCTTAACCA RT-PCR
PD-1 CGGTTTCAAGGCATGGTCATTGGT TTCAGAGTGTCGTCCTTGCTTCA RT-gPCR
Deltex-1 TGAGGATGTGGTTCGGAGGT CCCTCATAGCCAGATGCTGTG RT-qPCR
Hes-1 ATAGCTCCCGGCATTCCAAG GCGCGGTATTTCCCCAACA RT-qPCR
HPRT CTCCTCAGACCGCTTTTTGC TAACCTGGTTCATCATCGCTAATC RT-qPCR
PD-1 site | CGGGTCCTAGGAAATGTTCA ATGCCCTGAGCTATGCCTTA ChIP
PD-1 site 3 AAGAGCCCTGCTTGTTGGAGGTTA ACCCATTCCAGGGCAGAATATCGT ChIP
THP GGTGGATGGTGTGGTCACAAC GGTCTTGACACACCAGCTTT ChIP
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FIGURE S1. Kinetic of PD-1 transcription. OT-1 T cells were activated with aAPCs for 6,
12 and 24h before by cell sorting and RT-qPCR analysis. Relative expression to naive OT-1 T

cells is shown. The data are from at least 2 independent experiments. * p<0.05 and

5% 50,001
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ABSTRACT

Following an infection, naive CD8" T cells expand and differentiate into two main populations
of effectors: short-lived effector cells (SLECs) and memory precursor effector cells (MPECs).
The mechanisms governing this cell fate decision await better understanding. This study
demonstrates that the Notch signalling pathway controls the MPEC/SLEC differentiation
choice following both Listeria infection and dendritic cell immunisation of mice. Although
fewer SLECs were generated, Notch-deficiency did not alter the rate of memory CD8" T cell
generation. However, the Notch signalling pathway was required for optimal IFN-y production
by effector and memory CDS8" T cells only after dendritic cell immunisation, suggesting a
context dependent role for the Notch signalling pathway. Our results reveal critical roles for

the Notch signalling pathway during effector CD8" T cell differentiation.

INTRODUCTION

Following antigen (Ag) encounter, CD8" T lymphocytes become activated, proliferate and
differentiate into effector T (Te) cells able to kill target cells and secrete cytokines. Following
pathogen clearance, about only 5-10% of Te cells will survive and further differentiate into
long-lived memory T (Tm) lymphocytes. The generation of Tm cells is essential for protection

against re-infection.

The differentiation of naive CD8" T cells into effectors and memory T cells requires the
proper integration of several signals provided by the Ag-presenting cell (APC) and the
environment in which the immune response occurs. At the peak of the CD8" T cell response,
different subsets of effectors can be identified using CD127 and KLRGI1 expression (1, 2).
The short-lived effector cells (SLECs; CD127°KLRG-1") are destined to die during the
contraction phase of the CD8" T cell response while the memory precursor effector cells
(MPEC:s; CD127hiKLRG-ll°) will further differentiate into long-lived Tm cells. The fate of
effectors is mainly dictated by the inflammatory cytokine signals that they perceived during
the immune response. High amount of IL-12 favours their differentiation into SLECs by
increasing the expression level of the transcription factor T-bet (1). Furthermore, SLECs

differentiate from effectors that have maintained the expression of the IL-2Ra chain (CD25)
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(3), which allows for the induction of the expression of the transcriptional repressor Blimp-1
(3, 4), a key molecule controlling SLEC differentiation (5, 6). Although the cytokine milieu
plays a very important role during the differentiation of effectors, it is still possible that other
receptor-ligand interaction provided by APCs may also play a crucial role during the

differentiation of naive CD8" T cells into Te and Tm cells.

The Notch signalling pathway is an evolutionary conserved pathway that is well known for its
role during various differentiation events. In vertebrates, this pathway is composed of four
receptors (Notch1-4) and five ligands (Jagged-1, -2 and Delta-like-1, -3, -4). The interaction of
Notch with its ligands leads to its proteolytic cleavage releasing the Notch intracellular
domain (NICD) (7). The NICD translocates to the nucleus where it associates with RBPJ
(recombination signal binding protein for immunoglobulin k J region). This displaces the
co-repressors associated with RBPJ and allows assembly of a transcriptional activator
complex (NICD, MAMLI1-3 and MED-8 mediator transcription activation complex) which
induces transcription of target genes (7). HES family members are common targets of Notch
signalling in many tissues while other target genes are tissue-specific. Furthermore, a broad
number of genes can be regulated by Notch as shown using genome-wide methodologies

(8-11).

In the immune system, the Notch signalling pathway has been shown to control the
development of multiple cell types including T cells, marginal zone B cells, innate lymphoid
cells and dendritic cells (DCs) (12). Apart from playing crucial roles for the development of
immune cells, the Notch signalling pathway also regulates T cell responses. Indeed, T cells
express Notch receptors while APCs can express the ligands (12). In CD4" T cells, Notch
signalling was shown to regulate the differentiation and response of various T helper cell
subsets (12). It was initially reported that the induction of different Notch ligands by danger
signal on DCs controls the Th1 and Th2 differentiation choice (13). It was then shown that the
Notch signalling pathway was important for the differentiation of several Th cell subsets (12).
Indeed, the Notch signalling pathway was shown to directly regulate the transcription of
Tbx21 (encoding for T-bet) and to increase IFN-y production in Thl cells (14, 15). The Notch
pathway is also a direct regulator of gata3 transcription during Th2 differentiation (16, 17).
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More recently, the Notch signalling pathway was also shown to regulate Th9, Th17 and Treg
differentiation (18-20). A mechanism by which the Notch signalling pathway could
orchestrate the various Th differentiation program was recently identified by the group of Pear
(21). It appears that this pathway does not dictate the Th differentiation choice but rather
potentiates the cytokine signal received by CD4" T cells during differentiation. Thus, by itself,
the Notch signalling pathway cannot initiate the differentiation of CD4" T cells toward one

subset or another but it acts as an amplifier of Th cell differentiation.

Much less is known about the involvement of the Notch signalling pathway during CDS" T
cell responses and most experiments have been performed in vitro. Notch signalling was
shown to directly regulate, via binding of the NICD to their promoter, the transcription of
many effector molecules such as perforin, granzyme B and IFN-y in mouse CD8" T cells (22-
24). Similarly, the Notch signalling pathway controls the production of IFN-y by human CD8"
T cells (25). Furthermore, the transcription factor Eomes was also shown to be a
transcriptional target of the Notch signalling pathway in in vitro activated CD8" T cells (23).
In vivo, Notch2 expression by CD8" T cells was reported to be essential for the efficient
killing of target cells (24), for the control of 7. cruzi infection (24) and for potent antitumor
activity (26). Moreover, inhibition of the Notch signalling pathway using either genetic
deletion of Rbpj or expression of a dominant negative form of MAML was shown to protect
mice from GVHD (27, 28). The protective effect of Notch inhibition was not a consequence of
decreased alloreactive CDS8" T cell expansion but was likely the result of defective INF-y
production (27, 28). However, in this system, Eomes expression was increased while T-bet
expression was preserved (27, 28). Very interestingly, inhibition of the Notch signalling
pathway during GVHD did not alter the ability of CD8" T cells to lyse tumour cells (28)
suggesting that not all the effector functions of CD8" T cells are regulated by Notch.

Over the last years, the Notch signalling pathway has been shown to have the capacity to
regulate different aspects of CD8" T cell response following Ag encounter. However, the in
vivo role of the Notch signalling pathway during infection and vaccination has never been

properly assessed. In this manuscript, we have addressed the requirement for Notch signalling
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during in vivo CD8" T cell response following an infection with the intracellular bacteria
Listeria monocytogenes or after vaccination with DCs. These two experimental systems allow
us to evaluate if the role of the Notch signalling pathway is influenced by the inflammatory
context in which the immune response occurs. In this study, we report that Notch signalling
influences the formation of SLECs following Listeria infection and DC vaccination while it is
dispensable for memory T cell differentiation. However, the Notch signalling pathway was
only required for maximal IFN-y production after DC vaccination, revealing a context-

dependent role for this pathway during in vivo CD8" T cell response.

MATERIAL AND METHODS

Mice

Notch1™ (B6.129X 1-Notch1 "™**/Grid]) (29), Notch2™ (B6.129S-Notch2"™ /] )(30) and
E8l-cre (C57BL/6-Tg(Cd8a-cre)lltan/]) (24) mice were purchased from the Jackson
Laboratory. Notch1™ were backcrossed to the C57BL/6 background and bred to Notch2™™
and E8I-Cre to obtain E8-Cre” Notchl™”™Notch2™™ mice (Notch1/2 deficient mice, A/A) and
their Notch1”™Notch2™" littermates (Notch1/2 sufficient mice, fl/fl). Mice were housed at the
Maisonneuve-Rosemont Hospital Research Center Facility, in a pathogen-free environment

and treated in accordance to the Canadian Council on Animal Care guidelines.

Listeria monocytogenes infection, dendritic cell immunisation and analysis of T cell response

Listeria monocytogenes expressing ovalbumin (Lm-OVA) was grown as previously described
(31). A sub-lethal dose of 2 X 10° CFUs was injected i.v. for analysis of primary T cell
response while a lethal dose of 2 X 10° CFUs was used for challenge experiments.
Bone-marrow derived DCs (DCs) were generated as previously described (32), matured with
LPS (1 ug/mL), loaded overnight with the OVAjs7.264 peptide (SIINFEKL, 2 pg/mL)
(Midwest biotech). 1.25 X 10° DCs were injected i.v. for vaccination. The primary
endogenous CD8" T cell response was analysed in the spleen with either K>-OVA tetramer
staining or with intracellular cytokine staining following a short in vitro stimulation with the

OVA peptide.
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Antibodies and flow cytometry

Anti-CD44 (IM7), anti-CD8 (53-6.7), anti-Notchl (HMNI1-12) and anti-Notch2 (HMN1-35)
antibodies (Abs) were from Biolegend; anti-IFN-y (XMG1.2) Ab was from LifeTechnology;
anti-CD127 (A7R34), anti-KLRG1 (2F1), anti-T-bet (4B10) and anti-Eomes (Danl1mag) Abs
were from eBioscience. Cell surface staining, intracellular staining, tetramer staining, OVA

peptide loading on Kb MHC were performed as previously described (32-34).

Statistical analysis
Statistical analyses for differences between Notchl/2 sufficient and Notchl/2 deleted mice
were done using Student’s T-test. All tests were two-sided and p<0.05 was considered

statistically significant.

RESULTS

Notch signalling controls SLEC differentiation

To elucidate the role of the Notch signalling pathway during in vivo CD8" T cell response,
Notchl and Notch2 expression was specifically abrogated in mature CD8" T cells using
Notch""Notch2™-E8I-Cre” mice (referred as Notchl/2 deficient mice or A/A through the
manuscript). These mice express the Cre recombinase under the CD8o enhancer allowing for
Notchl and Notch2 deletion only in the mature CD8" T cells (24, 35). It was shown by us and
others that CD8" T cells up-regulate Notchl and Notch2 expression following TCR
stimulation (22, 24, 36, 37). However Notch3 and Notch4 mRNA were not increased ((24, 38)
and data not shown) thus the deletion of Notchl and Notch2 genes should completely abrogate
Notch signalling in CD8" T cells. The efficient and specific deletion of the Notchl and Notch2
genes in mature CD8" T cells was assessed by flow cytometry. Indeed no Notch1 and Notch2
cell surface expression could be detected on CD8" T cells from Notch deficient mice
following TCR stimulation (Fig. S1). Moreover, mice with deletion of the Notch1 and Notch2
genes in CD8" T cells did not show any difference in peripheral CD8" T cell populations

(naive, effector and memory) nor in the expression of various cell surface markers (TCR,
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CD3, CD44, CD62L, CDI127, CD25, CD5 and TCRV[ usage) in the steady-state when
compared to their wild-type littermates (data not shown).

To delineate the role of the Notch signalling pathway in CD8" T cell response, Notch1/2
sufficient and deficient mice were infected with a sub-lethal dose of Listeria monocytogenes
expressing ovalbumin (Lm-OVA) allowing us to follow the response of OVA-specific CDS" T
cells in an inflammatory environment. The effector response was assessed in the spleen 7 days
post-infection using K-OVA tetramer staining. As shown in Fig. 1A and B, Notch-deficiency
in CD8" T cells promoted a better expansion of OVA-specific CD8" T cells compared to their
wild-type counterpart. The phenotypic characterization of the effectors generated revealed a
crucial role for Notch signalling for their proper differentiation into SLECs (Fig. 1C and D).
OVA-specific CD8" T cells lacking expression of Notch1/2 show a two-fold reduction in the
proportion of SLECs. Although, less SLECs were generated by Notch™* CD8" T cells, this
did not lead to their conversion into MPECs (Fig. 1C and D). However, an increase in early
effector cells (EECs; KLRG1"Y and CD127"), the precursors of both SLECs and MPECs
(39), is also observed in Notch™* mice (Fig. 1C and D) suggesting that Notch-deficiency is
important for the EEC to SLEC transition but not for the differentiation of EECs into MPECs.
To confirm the role of the Notch signalling pathway during CD8" T cell responses, we
immunized mice with LPS-matured DCs pulsed with the OVA peptide. In this system, the
CD8" T cell response is primed in a low inflammation setting and as a result less SLECs are
generated, while memory T cell differentiation is accelerated (1, 32, 40, 41). Although CD8" T
cell expansion was similar in absence or presence of Notch signalling (Fig. 2A and B), SLEC
generation was almost abrogated following DC vaccination in Notch™* mice (Fig. 2C and D).
Therefore, the Notch signalling pathway plays a very important role during CD8" Te cell
differentiation irrespective of the inflammation level. The level of expression of the
transcription factors T-bet controls the SLEC/MPEC differentiation choice (1). Increased level
of T-bet promotes the generation of SLECs (1). Furthermore, no SLECs are generated in
absence of T-bet (1). Moreover, there is evidence that Tbx21 is a Notch target gene(14, 15,
23). Therefore, we evaluated whether the reduced generation of SLECs in the absence of

ANA
h/

Notch1/2 correlated with a decrease in T-bet expression. Notch®*CDS8" effectors express

similar level of T-bet than Notch™" effectors (Fig. S2A and B). This suggests that Notch
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influences the expression of other transcription factors or molecules controlling SLEC

differentiation.

Notch controls optimal IFN-yproduction following DC vaccination but not following Listeria
infection

Our results clearly indicate that the Notch signalling pathway affects effector differentiation.
We then tested whether the functionality of CD8" Te cells was also impaired in absence of
Notch1/2. Following Listeria infection, we found a similar frequency of CD8" Te cells
producing IFN-y in Notch®* and Notch™ mice following a short in vitro stimulation with the
OVA peptide (Fig. 3A and C). Furthermore, the amount of IFN-y produced by cells was also
comparable between Notch1/2 deficient and sufficient effectors (Fig 3 A and C). However, a
different picture emerged following DC vaccination, very few Notch deficient CD8" Te cells
produced IFN-y and the amount produced by each cell was also severely decreased (Fig 3 B
and D). In both models, IL-2 secretion was similar between Notch®* and Notch™" effectors
(Fig. S3). These results suggest a differential role for the Notch signalling pathway in the
regulation of IFN-y production by CD8" effectors depending on the context of the CDS" T cell

response.

The two transcription factors T-bet and Eomes have been shown to be important to regulate
IFN-y expression in CD8" T cells (42, 43). Indeed, in absence of both transcription factors,
effector CD8" T cells lose their ability to produce IFN-ywhile single-deficiency did not
altered their ability to produce IFN-y (42, 43). Interestingly, 7hx2] and Eomes are potential
Notch target gene(14, 15, 23, 24). However, a decrease in the expression level of T-bet cannot
explain the reduction of INF-y production by Notch®”effectors generated following DC
vaccination (Fig. S2A and B). Therefore, we evaluated whether Eomes expression was
affected by Notch-deficiency. As shown in Fig. S2C and D, Eomes expression was lower in
effectors that were deficient for the expression of Notchl/2. Eomes expression was similarly
reduced following both DC vaccination and Listeria infection (Fig. S2C and D), suggesting
LA

that this reduction is not responsible for the defective production of IFN-yby Notc

effectors following DC vaccination.

168



h** CD8" effectors generated

To evaluate if the reduction in IFN-y production by Notc
following DC vaccination had a functional impact, we challenged the mice with a lethal dose
of Lm-OVA. In this system, efficient elimination of the bacteria will depend on the ability of
OVA-specific CD8" Te cells to produce IFN-y (44, 45). As expected, OVA-specific CD8" T
cells lacking or not Notchl/2 expression generated following Listeria infection were very
efficient at controlling a lethal challenge with Lm-OVA (Fig. 3E). However, Notch** CD8"

effectors generated with DC vaccination were inefficient at controlling bacterial growth (Fig.

3F) while their wild-type counterparts were very effective.

Notch signalling is not required for the generation of CD8" Tm cells

In the absence of Notch signalling, OV A-specific CD8" Te cells successfully differentiate into
MPECs. However, these MPECs express less Eomes (Fig. S2), which may affect their
differentiation into long-lived CD8" Tm cells. We then evaluated whether these MPECs
efficiently give rise to Tm cells. At day 45 post-infection with Lm-OVA or post-vaccination
with DCs, OVA-specific CD8" Tm cells were generated regardless of the expression of
Notchl and Notch 2 receptors (Fig. 4A and B). However, Notchl/2-deficiency leads to an
increased yield (% Tm cells/% of Te cells) of OVA-specific CD8" Tm cells following DC
vaccination but not following Listeria infection (Fig. 4A and B). These results indicate that the
Notch signalling pathway does not provide necessary signals for CD8" Tm cell generation and

that in some circumstances it may be deleterious to CD8" Tm cell differentiation.

Although OVA-specific CD8" Tm cells were generated in Notch™” mice, it was important to
evaluate if Notch-deficiency had altered their functionality. To address that, we evaluated their
capacity to produce cytokines following a short in vitro re-stimulation with the OVA peptide.
Similarly to what was observed during the effector phase of the response, no difference in
IFN-y production was observed in Notch®*and Notch™™ OVA-specific CD8" Tm cells that
were generated following Lm-OVA infection (Fig. 4C). However, a lower frequency of
OVA-specific CD8" Tm cells produce IFN-y in Notch™* mice compared to wild-type mice

following DC immunisation (Fig. 4D). Moreover, the amount of IFN-y produced on a per cell
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basis is significantly lower in OVA-specific CD8" Tm cells lacking expression of the Notchl
and Notch2 receptors (Fig. 4D). Thus, in absence of Notch1/2, the ability to produce IFN-vy is

permanently impaired following DC vaccination.

DISCUSSION
Our results demonstrate that the Notch signalling pathway plays specific and crucial roles
during the response of CD8" T cells to infection and vaccination. Furthermore, our results

uncover a context-dependent role for Notch signalling during these immune responses.

In this study, we are the first to report that the Notch signalling pathway is very important for
the proper generation of SLECs during both the response of CD8" T cells to infection and
vaccination. One mechanism by which Notch signalling could have impacted SLEC
differentiation is via its ability to regulate T-bet expression. Indeed, T-bet has been reported to
be a direct transcriptional target of Notch in CD4" T cells (14, 15). In CDS8" T cells, inhibition
of Notch signalling following in vitro stimulation of CD8" T cells leads to reduced expression
of T-bet but unfortunately the direct binding of the NICD to the 7hx2/ gene was not evaluated
in this study (23). However, we did not observe any difference in the expression level of T-bet
between Notch-deficient and wild-type effectors. Our results are in agreement with other
studies where no effect of the Notch signalling pathway on T-bet expression by CD4" and
CD8" T cells was observed during GVHD (27, 28). Therefore, the effect of the Notch
signalling pathway during SLEC differentiation is not via the direct regulation of T-bet
expression. This further suggests that Notch deficiency does not affect SLEC differentiation
via a modulation of the response of the CD8" T cells to inflammation as it is well documented
that the level of expression of T-bet in CD8" Te cells is controlled by inflammation level (e.g.
IL-12) (1, 46). Therefore, the Notch signalling pathway probably regulates the expression of
other transcription factors or molecules (Blimp-1, Id2 or CD25) known to play a role during
SLEC differentiation or acts through other pathways yet to be discovered (3-6, 47, 48). Further
studies are required to identify by which mechanism the Notch signalling pathway regulates

the differentiation of SLECs.
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Unlike what would have been expected from in vitro studies (22, 23, 36), ablation of Notchl
and Notch2 receptors expression did not decrease the in vivo proliferation of CD8" T cells.
This difference might be the result of unspecific effect of the Notch inhibitors that were used
for the in vitro studies. Furthermore, CD8" T cell in vivo proliferation was not affected by
Notch-deficiency during the alloresponse that occurs during GVHD (27, 28). In our models,
following in vivo response to an infection with Listeria, but not following DC vaccination,
CD8" T cell expansion was enhanced in absence of Notch1/2 expression by CD8" T cells. This
suggests that Notch activation during an immune response to a pathogen that induced high
level of inflammation is deleterious to T cell expansion. Further studies are required to
understand the distinct effects of the Notch signalling pathway during different in vivo CD8" T

cell responses.

Our results also highlight that the Notch signalling pathway controls the ability of CD8" Te
cells to produce IFN-y in a context-dependent manner. Its seems that when the CD8" T cell
response is primed in a condition where inflammation is high, Notch signalling is dispensable
for optimal production of IFN-y by CD8" Te cells. Therefore, this suggests that priming of
CD8" T cells during infection is able to induce efficient transcription of the Ifig gene in
absence of the NICD while binding of the NICD to the /fing promoter is required following DC
vaccination, which occurs in a low inflammatory context. It was shown that the two
transcription factors T-bet and Eomes act together to regulate IFN-y production in effector
CD8" T cells, when both are absent CD8" T cells lose their ability to produce IFN-y (43).
Although we have observed that Notch-deficient CD8" Te cells express lower amount of
Eomes, this decrease cannot explain the selective defect of INF-y that we observed following
DC vaccination since it occurs both following Listeria infection and DC vaccination.
However, following DC vaccination, less T-bet is induced than following infection. Thus, it is
possible that the decreased in Eomes expression that we observed in Notch™* effectors only
has a consequence for the transcription of the /fng gene in DC vaccination due to the lower
total amount of the two transcription factors Eomes and T-bet. On the other hand, it was
shown by others that the Ifng gene is a direct target gene of the Notch signalling pathway (14,

21). Therefore, when the inflammation level is high, such as following an infection, it is
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possible that a different set or quantity of transcription factors is induced and that this can
compensates for the lack of NICD binding to the I/fng promoter. Alternatively, it is possible
that the difference in the duration of antigenic presentation that occurs following DC
vaccination versus Listeria infection affects the expression of key transcription factors
controlling the transcription of the /fng gene, rendering Notch signalling important to induce
maximal production of IFN-y by CD8" T cells. Interestingly, the defective ability of
Notch® CD8" T cells to produce IFN-y was maintained at the memory stage suggesting that
the absence of binding of the NICD to the /fng gene as a permanent impact on the ability of
the Ag-specific CD8" T cells to produce this cytokine.

The reduction of IFN-y production by Notch* Te cells generated following DC vaccination
has a functional consequence since these effectors where not able to control a challenge with a
lethal dose of Lm-OVA. It is intriguing that Notch-deficient effectors cannot control this
bacterial infection since they produce normal level of TNF-o (data not shown), a cytokine that
have been shown to be important for Listeria elimination (45, 49). This indicates that either
TNF-0, production by our effectors is not sufficient to control Listeria growth or that Notch™”
CD8" Te cells are impaired in other essential functions. For example, it is possible that they
also have a defect in their migration as it has been reported for CD4" T cells responding in the

absence of Notch signalling (50).

Our results also demonstrate that Notch signalling is dispensable for the generation of CD8"
Tm cells. However, in the DC vaccination model, the yield of Ag-specific CD8" Tm cells was
higher in absence of the Notchl and Notch2 receptors. One possible explanation could be that

hY2CD8" Te cells allows for a better survival of

the reduced production of IFN-y by Notc
Ag-specific T cells during the contraction phase of the T cell response. Indeed, it was
previously shown that IFN-y contributes to the contraction phase of the CD8" T cell response

(51, 52).

In summary, the Notch signalling pathway influences various aspect of the CD8" T cell

response. Interestingly, some of the effects of the Notch signalling pathway are dependent on
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the context in which the CD8" T cell response occurs. Further identification of the Notch
target genes during different types of CDS8" T cell response should shed light on the
mechanism by which the Notch signalling pathway influences the differentiation of

Ag-specific CD8" T cells during different immune responses.
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Notch signalling influences CD8" T cell expansion and effector

differentiation following infection with Listeria. Notch sufficient (flI/fl) and deficient mice

(A/A) were infected or not (not infected, ni) with Lm-OVA. Effector response was assessed in

the spleen 7 days post-infection. (A) Representative FACS profiles showing frequencies of
OV A-specific CD8" T cells (TetOVA'CD44™). (B) Percentage (left panel) and numbers (right

panel) of OVA-specific Te cells are shown. (C) Representative FACS plots showing
frequencies of SLECs (KLRG1"and CD127"), MPECs (KLRG1"and CD127") and EECs
(KLRG1" and CD127") within OVA-specific CD8" T cells. (D) Percentage of SLECs (left

panel), MPECs (middle panel) and EECs (right panel) are shown. Data are representative of 3

independent experiments with > 2 mice per group. * p < 0.05 and *** p <0.001.
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FIGURE 2. Notch-deficiency impairs SLEC differentiation following DC vaccination.
Notch sufficient (fI/fl) and deficient mice (A/A) were immunised with DCs loaded or not (no
immunisation, ni) with the SIINFEKL peptide. Effector response was assessed in the spleen 7
days post-vaccination. (A) Representative FACS profiles showing frequencies of
OV A-specific CD8" T cells (TetOVA'CD44™). (B) Percentage (left panel) and numbers (right
panel) of OVA-specific CD8 Te cells are shown. (C) Representative FACS plots showing
frequencies of SLECs (KLRG1"and CD127"), MPECs (KLRG1"and CD127") and EECs
(KLRG1" and CD127") within OVA-specific CD8" T cells. (D) Percentage of SLECs (left
panel), MPECs (middle panel) and EECs (right panel) are shown. Data are representative of 2
(C,D) or 3(A,B) independent experiments with > 2 mice per group. * p < 0.05.

182



A/A
1.19% [

2759 ( 5

_m

CFU/g spleen

FIGURE 3. Notch-deficientCD8" Te cells have impaired functionality only following DC
vaccination. Notch sufficient (fI/fl) and deficient mice (A/A) were infected with Lm-OVA
(A, C, E) or immunized with DCs (B, D, F). IFN-y production was assessed on day 7
post-infection or -vaccination following a short in vitro restimulation with the OVA peptide.
(A, B) Representative dot plots showing the frequency of IFN-y producing CD8" Te cells. The
percentage of CD8" Te cells producing IFN-y and their MFI is indicated on the dot plot. (C, D)
Graphs represent the percentage (left panel) and MFI (right panel) of IFN-y producing
effectors. (E, F) Bacterial burden in spleen and liver at day 3 post-challenge with a lethal dose
of Lm-OVA of mice that were infected 7 days before with Lm-OVA (E) or vaccinated with
DC-OVA (F). Data are representative of 3 independent experiments with > 2 mice per group.

*p<0.05.
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FIGURE 4. Notch is dispensable for memory generation. Notch sufficient (fl/fl) and
deficient mice (A/A) were infected with Lm-OVA (A, C) or immunized with DCs (B, D) as
described in figures 1 and 2. The generation of OVA-specific CD8" Tm cells and their ability
to produce IFN-y were analyzed at >45-65 days post-infection or -immunisation. (A, B)
Graphs represent the percentage (left panel) of OVA-specific CD8" Tm cells, the number of
OVA-specific CDS" Tm cells (middle panel) and of the yield of Tm cells (right panel). (C, D)
Graphs show the percentage (left panel) and the MFI (right panel) of IFN-yproducing OVA-
specific CD8" Tm cells. Data are representative of 4 independent experiments with > 2 mice

per group. *** p <0.001.
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FIGURE S1. Lack of Notch1 and Notch2 expression in CD8" T cells from Notch-deficient
mice. Whole splenocytes were stimulated for 48h with anti-CD3 (lug/mL) and anti-CD28
(5ug/mL). Cells were then harvested and stained with antibodies specific for Notchl and
Notch2. Notchl and Notch2 expression are depicted by the black line for CD8" T cells and the
grey line for CD4" T cells. The isotype control (Notchl) or the FMO (Notch2) are depicted by
the dotted line for CD8" T cells and the dashed filled line for CD4" T cells. The MFI of
Notchl and Notch2 expression is shown on each overlay histogram. The upper black number
indicates the MFI for CD8" T cells and the lower grey number indicate the MFI for CD4"™ T

cells.
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FIGURE S2. Notch-deficient CD8 Te cells express normal level of T-bet but decreased
level of Eomes. Notch sufficient (fI/fl) and deficient (A/A) mice were infected with Lm-OVA
(A, C) or immunised with DC (B, D) as in Figures 1 and 2. The expression of T-bet (A, B) and
Eomes (C, D) was assessed 7 days post-infection or -immunisation. The representative overlay
histogram shows expression of the transcription factors by OVA-specific CD8" Te cells
(TetOVACD44") and naive CD8" T cells (CD44'°). The MFI are shown on each overlay, the
upper bold number indicates the MFI of OV A-specific Te cells (TetOVA CD44™) while the
lower number is for the naive CD8" T cells (CD44"°). The graphs show compilation of MFI of
T-bet or Eomes expression by OVA-specific Te cells (TetOVA'CD44") normalised to the
MFI of naive CD8" T cells (CD44") for each mouse. Data are representative of 2 (Lm
infection) or 3 (DC immunisation) independent experiments with > 2 mice per group.

< 0.01.
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FIGURE S3. Similar IL-2 production by OVA-specific CD8" Te cells following Listeria
infection and DC immunisation. Notch sufficient (fl/fl) and deficient mice (A/A) were
infected with Lm-OVA (A) or immunised with DCs (B). IL-2 production was assessed on day
7 following a short in vitro restimulation of splenocytes with the OV A peptide. Percentage and
MFI of CD44™[L-2" OVA-specific CD8" effectors are shown. Graphs represent the
percentages (left panel) and MFI (right panel) of IL-2 producing Te cells. Data are

representative of 3 independent experiments with > 2 mice per group.
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Discussion

3.1 L’activation des LT CD8" par les CD40-B et les CD

3.1.1 Introduction

La premiére hypothése émise dans le cadre de ma thése était que la présentation
antigénique par différentes CPA pouvait influencer la réponse du LT CD8". Afin de valider
cette hypothése, dans D’article 1, nous avons comparé la capacité des CD40-B et des CD a
activer les LTn CDS8" in vivo. D’abord, nous avons montré que I’activation des LB via le
CD40, seul ou en combinaison avec du CpG-DNA ou du LPS, permet d’augmenter
I’expression des molécules de classe I et II du CMH ainsi que des molécules de costimulation
CD80 et CD86 permettant une présentation de 1’Ag dans un contexte activateur (Article 1,
figure 1). Par la suite, nous avons immunisé€ des souris avec différents types de CD40-B et
nous avons constaté que ’ajout de signaux danger (LPS ou CpG DNA) augmente le nombre
de LTe présents au pic de la réponse (Article 1, figure 2a,b). Toutefois, I’immunisation avec
les CD40-B LPS et les CD40-B CpG génere systématiquement environ 2 fois moins de LTe
que I’immunisation avec les CD. Etonnamment, contrairement & I’immunisation avec des CD,
aucun ou pratiquement aucun LTm n’est détectable 45 jours suivant I’immunisation avec des
CD40-B, des CD40-B CpG ou des CD40-B LPS (Article 1, figure 2a, b). Généralement, la
quantité de LTm formés représente 5-10 % des LTe présents au pic de la réponse’’'.
L’immunisation avec les CD permet un rendement moyen de LTm de 10 % (rendement de
LTm =% Tm/% LTe x 100 %) alors que le rendement moyen suite a I’immunisation avec les
CD40-B est invariablement en dega des 5 % minimalement attendus et parfois nul (Articlel,
figure 2c¢, d). De plus, 45 jours suite a I’'immunisation des souris avec les CD40-B LPS, aucun
controle bactérien n’a eu lieu suite a 1’injection d’une dose 1étale de Lm-OV A, démontrant que
I’absence ou le peu de LTm générés ne suffit pas pour assurer une protection a long terme

(Article 1, figure 2e, f). Devant ces résultats, deux questions principales se posent :

1) Pourquoi I’expansion clonale des LTe est-elle diminuée suite a I’'immunisation

avec des CD40-B comparativement a I’immunisation avec des CD?
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2) Pourquoi I’immunisation avec les CD40-B génére-t-elle si peu de LTm

comparativement a I’immunisation avec les CD?

Afin de comprendre les mécanismes diminuant 1’expansion clonale et inhibant la
génération de LTm suite & I’'immunisation avec les CD40-B, nous avons caractérisé les LTe
quant a leur phénotype, leur fonctionnalité et leur expression de facteurs de transcription. Ces
observations et leurs impacts sur la génération de LTe et de LTm seront discutés dans les
prochaines sections. La diminution de I’expansion clonale et la faible génération de LTm
seront discutées simultanément, car plusieurs molécules ont un effet sur ces deux phases de la
réponse des LT CD8". D’aprés nos résultats et les données disponibles dans la littérature, des
hypothéses seront formulées et un modéle sera proposé afin d’expliquer la diminution de
I’expansion clonale et la diminution drastique de la génération de LTm. Finalement, les

perspectives quant a I’étude et ’utilisation des CD40-B en tant que CPA seront abordées.

Nous sommes les premiers a avoir quantifié¢ in vivo la réponse effectrice et mémoire
des LT CD8" induite par I’immunisation avec les CD40-B. En accord avec ’expansion des
OT-1 que nous observons in vivo, plusieurs études in vitro démontrent que les CD40-B

+35,40,92,95,113,114,125
ARTEI TSRS De plus, deux groupes ont

peuvent induire la prolifération de LTn CD8
démontré que 1’immunisation avec les CD40-B peut induire la prolifération de LTn CDS8" in
vivo’™3. Finalement, 4 ’opposé de nos résultats, une étude démontre que I’immunisation
avec des CD40-B chargés avec OV Ajs7.264 permet la génération de LTm capables de diminuer
la charge bactérienne suite a une infection Lm-OVA'?'. Tel que mentionné dans la discussion
de I’article 1, les CD40-B utilisés dans cette étude sont générés par la stimulation de LB avec
un Ac anti-CD40 monomérique (clone 1C10). Il est probable que ces CD40-B différent de
ceux que nous utilisons, qui sont générés sur des fibroblastes (NIH 3T3) exprimant les
CD40L"°. Malgré une protection contre une dose létale de Lm-OVA, il est possible que le
nombre de LTm générés soit tres faible. Puisque le nombre de LTm n’a pas été quantifié par le

groupe de Vanden Bush, il est difficile de se prononcer sur ce fait. De notre c6té, nous avons

réalis€¢ une seule infection avec une dose létale de Lm-OVA 30 jours post-immunisation
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(Article 1, figure 2e, f). Dans cette expérience, le pourcentage de LTm générés était
extrémement faible, voire inexistant (données non présentées). Or, suite & I’immunisation avec
les CD40-B LPS, certaines souris ne générent aucun LTm alors que d’autres en générent un
faible pourcentage (Article 1, figure 2b, ¢ et S4). Cependant, lorsque les LTm sont générés,
méme en faible quantité, ils sont capables de proliférer suite & une seconde exposition a ’Ag
(Article 1, figure S4). Il est donc probable qu’une génération faible de LTm (un rendement en
deca de 5 %) confére une certaine protection contre une dose 1étale de Lm-OVA. Ainsi, il est
possible que peu de LTm soient généré dans les expériences de Vanden Bush et qu’ils assurent

une certaine protection contre une infection Lm-OVA.

3.1.2 La caractérisation des LTe

A la recherche d’indices nous permettant d’identifier les causes de la diminution de
I’expansion et de la génération inefficace de LTm suite a ’immunisation avec les différents
types de CD40-B, nous avons caractéris¢ les LTe au pic de la réponse. Nous nous sommes
intéressées a leur phénotype extracellulaire, leur fonctionnalité ainsi qu’a leur expression de
facteurs de transcription. Puisque plusieurs expériences ont été réalisées seulement avec les
CD40-B LPS et les CD LPS, je limiterai mes comparaisons aux immunisations avec ces deux

types cellulaires.

3.1.2.1 Le phénotype extracellulaire des LTe

Suite & I’infection de souris avec différents pathogénes, les LTe acquicrent un
phénotype caractéris€ par une augmentation de I’expression de CD44, CD43 (forme
glycosylée reconnue par le clone 1B11), CD27 et CD122 et une diminution de CDI127 et
CD62L 3% Suite & I’immunisation avec les CD40-B LPS ou les CD LPS, les LTe ont
effectivement adopté ce phénotype activé (Article 1, figure 4a et S6). Il faut mentionner que,
lors d’immunisation avec des CD, la diminution de I’expression de CD127 n’est pas aussi

255,256
A%

drastique que lors d’infection avec Lm ou LCM en raison d’une inflammation plus

.1 1 106,253,255 . s . o 1A
faible """, Cette expression accrue du CD127 est associée a une différenciation accélérée
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en LTm”>”. Dans nos expériences, une différence observée entre I’immunisation avec les
CD40-B LPS et les CD LPS se situe au niveau de 1’expression du CD127. En effet, les LTe
obtenus suite a I’immunisation avec les CD40-B LPS expriment un niveau plus faible de
CD127 comparativement a I’immunisation avec les CD LPS (Article 1, figure 4a et S6), mais
tout de méme 75 % des LTe expriment fortement le CDI127 (Article 1, figure S7).
L’immunisation avec les CD40-B LPS génére donc une proportion importante de LTe
exprimant fortement le CD127, parmi lesquels devraient se retrouver les précurseurs des LTm.
Cependant, la diminution de I’expression de CD127 n’est pas corrélée avec le rendement de
LTm (Article 1, figure 4b). En accord avec cette absence de corrélation, notre laboratoire a
déja montré que lors d’immunisation avec des CD LPS, I’expression du CD127 ne permet pas
d’identifier les précurseurs des LTm>°. De plus, nous avons réalisé des transferts adoptifs
avec 10° LT OT-1, un nombre élevé de précurseurs ce qui contribue aussi 4 maintenir une

expression élevée du CDI127°%

. Lors du transfert d’un nombre ¢élevé de précurseurs,
I’expression de CD127 n’est plus associée aux LTe qui survivent et se différencient en
LTm*™. Donc, la diminution de ’expression de CD127 chez les LTe suite & I’immunisation

avec les CD40-B LPS ne peut pas €tre associée a la faible génération de LTm.

Au pic de la réponse, nous avons aussi mesuré 1’expression de KLRG1, mais nous
n’avons pas détecté sa présence chez les LTe générés suite a I’immunisation avec les CD40-B
LPS ou les CD LPS (données non présentées). L’expression de KLRGI1 est associée a la
différenciation des SLEC destinés a mourir par apoptose™*. Cependant, dans un modéle
d’immunisation peu inflammatoire, 1’augmentation de 1’expression de KLRG1 est beaucoup

. . . . 7 106,254
moins importante que lorsque I’inflammation est présente' -’

. De plus, dans notre modele ou
nous transférons 10° LT OT-1 et immunisons avec des CD, notre laboratoire a démontré que
nous n’observons pas d’augmentation de I’expression de KLRGI puisque le nombre ¢levé de
précurseurs ne permet pas la génération de SLEC exprimant KLRGI1 en raison d’une
compétition accrue pour I’IL-2 présente au moment du priming”’°. Cependant, lors d’infection
LCMV, ou l’inflammation est forte, un nombre élevé de précurseurs n’empéche pas
I’augmentation de I’expression de KLRG1?*. L’IL-2 est principalement sécrétée par les LT

126,267,269-271

CD4" et CD8" mais elle peut aussi étre produite par les CD et les LB . L’expression
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de KLRGI est aussi augmentée en fonction de I’inflammation, via I’IL-12 et les interférons de
type I, pergue par le LT CD8***** Nous pouvons donc supposer que nos CD40-B LPS et nos
CD sécrétent de faibles niveaux d’IL-2, d’IL-12 et d’interféron de type I, ne permettant pas
une augmentation de 1’expression de KLRG1 chez les LTe lorsque le nombre de précurseurs
est ¢levé. Le phénotype des LTe ne nous a donc pas permis d’identifier un défaut majeur suite

a ’immunisation avec les CD40-B LPS comparativement a I’immunisation avec les CD LPS.

3.1.2.2 La fonctionnalité des LTe

Afin de caractériser la qualité de nos LTe, nous avons étudié leur fonctionnalité. Lors
d’infection LCMYV, au pic de la réponse, les MPEC sécrétent plus d’IL-2 que les SLEC, alors
que la sécrétion d’IFN-y est la méme™’. Lors d’immunisation avec des CD, en accord avec un
phénotype MPEC des LTe au pic de la réponse, la sécrétion de I’IL-2 par les LTe est plus
importante que lors d’infection®”, ne permettant plus de discriminer les précurseurs des LTm.
Quant a la production de granzyme B, la dégranulation et la cytotoxicité, elles sont similaires
entre les SLEC et les MPEC****”** Nous avons démontré que 1’immunisation avec des
CD40-B LPS génére des LTe capables de produire et sécréter de I’IL-2, de 'IFN-y et de la
granzyme B (Article 1, figure 5 et S6), ayant une activité cytotoxique (Article 1, figure 6a,b) et
controlant une infection Lm-OVA (Article 1, figure 6¢,d). Les LTe générés suite a
I’immunisation avec les CD40-B ont donc une fonctionnalit¢ compatible avec un phénotype
MPEC. Comparativement aux LTe générés suite a ’immunisation avec des CD, seule la
production de granzyme B est diminuée chez les LTe obtenus suite a I’immunisation avec les
CD40-B, ce qui pourrait contribuer a la diminution de leur activité cytotoxique (Article 1,
figure 5 et 6a,b). Ces données nous permettent de conclure que les LTe générés suite a
I’immunisation avec des CD40-B LPS sont fonctionnels, mais ne nous permettent pas

d’identifier un défaut d’activation des LTn comparativement a I’immunisation avec des CD.

Le fait que les LTe générés in vivo sécretent des cytokines et soient fonctionnels
corrobore les études ou des CD40-B ont été utilisés pour activer des LT CDS8" in vitro. En

effet, des LT CDS8" activés in vitro par les CD40-B ont la capacité de sécréter de I'IFN-y et
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" . . 40,92,124,125
presentent une activite cytotoxique 7"

. Un groupe a démontré que I’immunisation avec
des CD40-B chargés avec le peptide GP3;3 permet de diminuer la croissance de tumeurs
exprimant GPs;3 (Lewis lung carcinoma) lorsque celles-ci sont inoculées 7 jours
post-immunisation' . Comme le controle de ces cellules tumorales dépend de I’TFN-y sécrété
par les LT CD8™", cette observation suggére une production d’TFN-y par les LTe CD8"

spécifiques de GP33 activés suite a ’immunisation avec les CD40-B.

Puisque les CD40-B LPS sont une source potentielle de CPA pour I'immunothérapie
du cancer, il serait aussi fort intéressant de comparer la capacité de nos CD40-B LPS et de nos
CD LPS chargés avec le peptide OVAjs7264 @ activer les LTn CDS8" dans I’environnement
immunosuppressif induit par la présence de tumeurs. Par exemple, des tumeurs E.G7-OVA
pourraient étre inoculées chez des souris puis, une fois les tumeurs établies, les souris
pourraient étre vaccinées avec des CD40-B LPS ou des CD LPS chargées avec I’OVA.
L’activation des LTn CD8" spécifiques de I’OVA, qui induira leur production d’IFN-y et leur
activité cytotoxique, devrait permettre de diminuer le nombre des cellules tumorales voire les

¢liminer complétement.

3.1.2.3 Les facteurs de transcription induits

Les différents signaux pergus par le LT CD8" au moment de D’activation vont
influencer ’expression de différents facteurs de transcription dont I’expression relative dicte
les choix de différenciation. Certains facteurs de transcription comme Eomes ou Bcl-6 sont

C s . \ . 368,373,380,381,383
associés a la différenciation des LTm et a leur survie™ "7

alors que d’autres facteurs
de transcription comme T-bet et Blimp-1 sont associés a la différenciation terminale des
effecteurs®™*27>2"729373 Ay pic de la réponse, les LTe générés suite a I’immunisation avec les
CD40-B LPS et les CD LPS n’ont pas le méme profil d’expression de ces facteurs de
transcription. Les facteurs de transcription T-bet et Blimp-1 sont exprimés a des niveaux
similaires, alors que 1I’immunisation avec des CD40-B LPS induit une expression plus forte
d’Eomes mais plus faible de Bcl-6 (Article 1, figure 8). L’expression différentielle des

facteurs de transcription suggere que différents signaux sont percus au moment de 1’activation.
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L’expression d’Eomes n’est pas requise pour la formation de LTm CDS§", il contribue

3% 11 n’est

plutot au maintien a long terme des LTm en augmentant leur sensibilité a I’IL-15
donc pas surprenant que son expression, plus forte chez les LTe générés avec les CD40-B
LPS, ne soit pas suffisante pour permettre la survie des LTe lors de la contraction. Comme

. .. . , ... , 368.373
I’expression d’Eomes est aussi impliquée dans 1’acquisition d’un phénotype Tem™

, 1l est
probable que si des LTm étaient générés suite a I’immunisation avec des CD40-B, leur
phénotype et leur survie a long terme soit influencé par I’expression plus forte d’Eomes.
L’expression similaire de T-bet par les LTe générés suite a ’immunisation avec des CD40-B
LPS ou des CD suggere que I’inflammation pergue via I’IL-12 est similaire, puisque T-bet est

induit de fagon dose-dépendante par 1’IL-12%**

. I1 est donc possible que I’'immunisation avec
les CD40-B LPS et les CD, produisant un niveau d’inflammation faible, induise seulement de
faibles niveaux d’expression de T-bet. En accord avec cette hypothese, la stimulation de LT
CD8" P14 in vitro avec des CD chargées avec le peptide GP33 n’induit pas 1’expression de
T-bet. De I’'IL-12 doit étre ajoutée 4 la culture afin d’augmenter 1’expression de T-bet™*. Les

122 ,
et données non

CD générées a partir de la moelle osseuse produisent pourtant de 1’'IL-12 (
présentées), suggérant que la quantité produite n’est pas suffisante pour induire I’augmentation
de ’expression de T-bet. Tel que discuté précédemment, cette faible inflammation se traduit
aussi par I’absence d’augmentation de I’expression de KLRGI dans un modele

d’immunisation avec un nombre de précurseur élevé.

Le facteur de transcription Bel-6 qui contribue a I’expansion clonale, qui est augmenté

380,381,383

chez les LTm et qui est nécessaire a leur différenciation , pourrait influencer la

génération de LTe et de LTm suite a I’'immunisation avec les CD40-B LPS. L’expression de

Bcl-6 est induite par 1’activation du RCT*7**"

alors son expression plus faible par les LTe
générés suite a I’'immunisation avec des CD40-B LPS pourrait étre causée par un signal RCT
plus faible. L’expression de Bcl-6 peut aussi étre induite par I’'IL-21 et I'IL-10 via STAT3*,
un facteur de transcription. Donc, ce défaut d’induction de Bcl-6 pourrait aussi étre la
conséquence d’une production différente de cytokines par les CD40-B LPS et les CD,
influencant les LT CD8" au moment de leur activation. Cette hypothése est abordée plus en

détail dans la section 3.1.3.3.
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Nous avons mesuré¢ I’expression de seulement quatre facteurs de transcription, mais
d’autres facteurs de transcription pourraient contribuer au défaut de génération de LTm
observé suite a I’'immunisation avec les CD40-B. Un candidat particuliérement intéressant est
le facteur de transcription Id3, dont la délétion affecte peu I’expansion clonale, mais augmente

382 Le facteur de

drastiquement la contraction permettant de générer trés peu de LTm
transcription 1d3 pourrait donc contribuer a la contraction rapide des LTe générés suite a
I’immunisation avec des CD40-B LPS (Article 1, figure 7a). Des hybridations sur puce
d’ADN de LTe exprimant ou non Id3 ne montrent pas de variation dans I’expression de Bcl-2,
mais plutét dans I’expression de génes impliqués dans la réplication et la réparation de
I’ADN**?. En accord avec ce défaut potentiel d’Id3, les LTe générés suite a 1’immunisation
avec les CD40-B LPS présentent des niveaux équivalents ou supérieurs de Bcl-2
comparativement aux LTe générés suite a I’immunisation avec des CD (Article 1, figure 7b).
Peu de facteurs de transcription causent une diminution aussi importante du nombre de LTm
générés. L’expression du facteur de transcription Id2 pourrait aussi jouer un réle dans la
diminution de I’expansion clonale et la diminution des LTm générés lors de I’immunisation
avec les CD40-B LPS. L’expression d’Id2 est nécessaire pour augmenter I’amplitude de la
réponse des LT CDS8™*. Cependant, Id2 affecte la survie des LTe, notamment via

I’expression de Bcl-2, BimEL et Spi-6°%

. Malgré le maintien de 1’expression de Bcl-2 chez les
LTe générés suite a I’'immunisation avec les CD40-B LPS, il est probable qu’Id2 contribue a la
diminution de I’expansion clonale et, conséquemment, des LTm, en influengant 1’expression
de BimEL et Spi-6. Il est possible que 1’expression d’Id2 affecte la survie des LTe lors de
I’expansion clonale alors que I’expression d’Id3 influence la génération des LTm. Il serait

donc pertinent de mesurer 1’expression des ARNm d’Id2 et d’Id3 chez nos LTe au pic de la

réponse suite a une vaccination avec les CD40-B et les CD.

Afin de déterminer si 1’absence de Bcl-6 est responsable du faible rendement de LTm,
il serait possible de forcer I’expression de Bcl-6 chez des LT CDS8". Pour ce faire, les LT OT-1
pourraient étre activés in vitro avec des CD40-B LPS OVA ou des CD LPS OVA et infectés
avec un rétrovirus codant pour Bcl-6. Les OT-1 activés in vitro et exprimant Bcl-6 pourraient

ensuite étre transférés dans des souris receveuses et leur différenciation en LTm quantifiée 45
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jours post-transfert. Des expériences similaires ont été réalisées avec un rétrovirus codant pour
T-bet™*. Une autre approche pourrait consister en I’immunisation avec les CD40-B LPS OVA
ou les CD LPS OVA de souris transférées avec des LT OT-1 exprimant un transgéne codant
pour Bcl-6°%. La surexpression de Bcl-6 devrait augmenter le pourcentage de LTe et de LTm
obtenus suite a I'immunisation avec des CD40-B LPS. Des expériences similaires pourraient

étre effectuées pour confirmer le réle d’un autre facteur de transcription comme Id3.

3.1.3 Les signaux percus au moment de I’activation

Pour une activation compléte, le LT CD8" doit percevoir un minimum de 3 signaux : la

238—241. I est

reconnaissance de 1’Ag, la costimulation et I’inflammation via les cytokines
possible que la diminution du pourcentage de LTe et la quasi absence de génération de LTm
suite & I’immunisation avec les CD40-B LPS soient causées par un défaut dans la transmission
d’un des trois signaux importants pour I’activation des LT CD8". Une différence dans la
perception des signaux fournis au moment de 1’activation du LT CDS8" pourrait causer
I’expression différente des facteurs de transcription observée. Nous avons donc posé
I’hypothése qu’un de ces signaux est fourni de fagon sous optimale par les CD40-B LPS au
moment de la présentation de 1’Ag, affectant la réponse des LT CD8" et la formation de LTm.

La qualité¢ des trois signaux d’activation fournis par les CD40-B LPS et les CD LPS et

I’impact sur la réponse des LT CD8" seront donc abordés dans les prochaines sections.

3.1.3.1 La qualité du signal 1 : la présentation de I’antigene

122,151,152

L’avidité du signal RCT influence la génération de LTm . Notre laboratoire a

démontré que I’immunisation avec des CD LPS, chargées avec deux fois moins de peptide que
la condition contrdle, diminue la génération de LTm sans affecter le nombre de LTe formés'**.
Il a aussi été démontré qu’une diminution du signal transmis par le RCT, empéchant

I’activation de NF-kB, bloque la formation de LTm'*

. L’avidité du signal RCT peut étre
modulée grace a Daffinit¢ et a la quantit¢ du peptide présenté. Dans notre modele

d’immunisation, comme nous chargeons le peptide OV Ajs7.264 sur nos cellules, ’affinité du
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peptide présenté par les CD40-B LPS et les CD LPS est la méme. Nous avons donc voulu
déterminer si la quantité d’Ag présente a la surface des CD40-B LPS était comparable a celle
présentée par les CD. La quantité de peptides OVAjs7.264 présentée a la surface des CD40-B
LPS utilisés pour les immunisations est supérieure a celle présentée a la surface des CD LPS
(Article 1, figure S5). De plus, le chargement des CD40-B LPS avec une quantité plus élevée
d’OVAjs7264 (101g) a augmenté la quantité de peptides présentée a leur surface sans affecter
la génération de LTe et sans restaurer la génération de LTm CDS8" (Article 1, figure S5). Ces
données montrent qu’une augmentation de la quantité de peptides présentée par les CD40-B
LPS, donc de I’avidité du signal RCT, n’est pas suffisante pour restaurer la génération de LTm
CDS" suite & I’immunisation avec des CD40-B LPS. Pour s’assurer que les différentes voies
en aval du RCT sont activées de fagon similaire, il serait possible de stimuler des LT OT-1 in
vitro avec des CD40-B LPS et des CD LPS et de mesurer la phosphorylation de Zap-70,
d’Erk1/2 et d’IxB (inhibitor of NF-kB) de méme que ’influx calcique induit.

3.1.3.2 La qualité du signal 2 : la costimulation

Le second signal important pour I’expansion maximale des LTe et la génération
optimale des LTm lors de I’activation des LT CDS8" est la costimulation. La stimulation via le

CD28 est primordiale pour I’activation des LT CDS8", car la reconnaissance de I’Ag seul

155,473

n’induit pas la prolifération et la différenciation en LTe . Dans plusieurs modéeles

infectieux (VSV, VYV, influenza), I’inhibition du signal via CD28 diminue la génération de

163-166,168,215

LTe et affecte leur cytotoxicité mais n’empéche pas totalement la formation de

LTm'®?". En absence de signal CD28, la costimulation peut étre fournie par d’autres

molécules, ce qui explique pourquoi I’absence de CD28 n’induit pas 1’anergie lors d’infection

in vivo'**%_ En effet, la signalisation via certains récepteurs de la famille TNF contribue au

signal de costimulation. Le signal via les récepteurs CD27, 4-1BB, OX40 et GITR a Ia
capacit¢  d’augmenter [’expansion clonale et [DPamplitude de la  réponse

199,200,202,205,213,220,223,230,231 - - ; .
ISR Le signal via les récepteurs 4-1BB, OX40 et CD30 peut aussi

. - At 198,199,215,216,224,226
influencer directement la génération des LTm ™ "~ > >

. Le fait que I’immunisation
avec les CD40-B permet la prolifération des LTn OT-1 et leur différenciation en LTe qui ont

une activité cytotoxique (Article 1, figure 6a, b) suggere que I’expression des molécules de
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costimulation CD80 et du CD86 sur les CD40-B LPS (Article 1, figure 1) est suffisante pour
fournir un signal de costimulation adéquat via CD28. Cependant, I’expansion moins
importante des LTe suite a I’immunisation avec les CD40-B LPS pourrait s’expliquer par une
diminution de I’expression des ligands de la famille TNF. Toutefois, une diminution de la
costimulation affecte la génération de LTm, mais de facon moins drastique que
I’immunisation avec les CD40-B. Il est donc peu probable qu’elle soit la cause de ce
phénotype. De plus, une redondance existe dans la fonction des molécules de costimulation.
Un défaut d’expression de plusieurs ligands par les CD40-B serait donc requis pour produire
un effet aussi important sur la génération de LTm. Dans ce cas, I’expansion clonale serait
probablement diminuée de fagon plus radicale. Nous avons mesuré 1’expression des ligands
CD70, OX40L, 4-1BBL et CD30L a la surface des CD40-B LPS et des CD LPS. Tout comme
les CD LPS, les CD40-B LPS expriment des niveaux ¢élevés de ces molécules (Annexe 1), leur
permettant fort probablement de donner un signal de costimulation adéquat. Un signal de
costimulation défaillant ne semble pas étre la cause de la diminution de la génération de LTm.
Puisque les récepteurs de costimulation activent les mémes molécules distales que le
RCTM61% , suite a I’activation des LT OT-1 par les CD40-B LPS, un défaut dans 1’activation
de NF-xB, NFAT ou Fos et Jun pourrait étre associ¢ a un défaut du signal RCT et/ou de la

costimulation.

3.1.3.3 La qualité du signal 3 : I’inflammation

Les cytokines inflammatoires jouent un rdle important dans I’expansion maximale des
LTe et, conséquemment, dans la différenciation des LTm. Dans des mode¢les d’activation
in vitro ou les signaux 1 (Ag), 2 (costimulation) et 3 (inflammation) sont controlés, la présence
de cytokines inflammatoires comme 1’IL-12 ou des interférons de type 1 est requise pour une
expansion maximale, ainsi que pour la différenciation et la survie des LTm**'*****2 Lors
d’infection Lm, les LT CD8" doivent percevoir un signal via I’IL-12 et les IFN de type I, qui
ont des fonctions redondantes, afin de générer un nombre optimal de LTe et de LTm>**>.
Comme nous observons une diminution de 1’expansion clonale lors d’immunisation avec des

CD40-B LPS, comparativement a I’immunisation avec les CD LPS, il est possible que les
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CD40-B LPS produisent moins d’IL-12 et d’IFN de type I. L’absence de signal via I’'IL-12 et
les interférons de type I chez les LT CD8" diminue aussi leur production d’IFN-y et leur

298239264 1o fait que les LTe générés suite a 1’immunisation avec les

activité cytolytique
CD40-B LPS sécretent des niveaux similaires d’IFN-y, comparativement a ceux générés par
I’immunisation avec les CD LPS, est en faveur d’une sécrétion d’IL-12 et d’IFN de type |
adéquate par les CD40-B LPS. A 1’opposé, la diminution de la production de granzyme B par
les LTe générés suite a I’immunisation avec les CD40-B LPS serait en faveur d’un défaut de
sécrétion d’IL-12 et d’IFN de type I par les CD40-B LPS. Nous avons donc caractérisé la
sécrétion d’IL-12 et d’IFN de type I par les CD40-B LPS et les CD LPS. Nous avons constaté
que les CD40-B LPS produisent moins d’IL-12 et moins d’IFN de type I (IFNJ) que les CD
(Annexe 2). Afin d’augmenter la présence de ces cytokines au moment de 1’activation du LT
CDS8", du poly I:C a été injecté au moment de ’immunisation avec des CD40-B LPS.
L’injection de poly I:C induit la sécrétion d’IFN de type I et d’IL-12 de fagon systémique,
augmentant 1’inflammation*’”*. Dans ces expériences, I’amplitude de la réponse de méme que
le rendement en LTm sont augmentés suite a I’immunisation avec les CD40-B LPS et le poly
I.C (Annexe 3). D’autres expériences doivent étre effectuées afin de déterminer
spécifiquement quelle cytokine est responsable de 1’effet observé. Pour déterminer le role de
I’'IL-12, des immunisations dans des souris ne produisant pas d’IL-12 (délétion de la
sous-unité p35 ou de p40) avec des CD40-B LPS et des CD LPS aussi déficientes en IL-12
pourraient étre réalisées. Afin de déterminer le role des IFN de type 1, des Ac bloquants contre
le récepteur des IFN de type I (clone MARI1-5A3) pourraient étre administrés avant
I’immunisation avec les CD40-B LPS et le poly I:C. Ainsi, si I'IL-12 ou les IFN de type I
influencent la génération de LTm suite a I’immunisation avec des CD40-B LPS avec I’ajout de
poly I:C, leur absence devrait récapituler le défaut de formation de LTm. Si les LTm sont
toujours formés, malgré I’absence de signal via I’'IL-12 ou les IFN de type I, alors il est
possible qu’une redondance existe entre 1’IL-12 et les IFN de type I dans notre modele, ou
qu’une autre cytokine soit responsable de la génération de LTm suite a I'immunisation avec
des CD40-B avec I’ajout de poly I:C. En effet, I’injection de poly I:C induit aussi la

production d’IL-6 et d’IFN-y, qui peuvent influencer la réponse des LT CD8™".
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L’IL-6 est une cytokine qui a le potentiel d’influencer la génération de LTm CDS".
Durant la phase effectrice suivant I’immunisation avec un Ag en combinaison avec un
adjuvant, une population exprimant fortement le récepteur a I’IL-6 et le récepteur a I’'IL-7 est
présente et la majorité des LT CD8" qui survivent 30 jours post-immunisation expriment
fortement ces récepteurs’ . De plus, lorsque des LTe sont triés et transférés dans des souris ne
sécrétant pas I’IL-6, il y a une diminution du nombre de LTm retrouvés, suggérant un role

pour I'IL-6 dans le développement des LTm"*”

. L’IL-6 joue aussi un role dans 1’efficacité de
I’activation des LT CD8" suite & I’immunisation avec des LB activés in vitro'*'. En effet, les
LB activés via le RCB et le TLR7 ont une plus grande capacité d’activation des LT CD8" que
les CD40-B, en raison d’une production accrue d’IL-6. La présence d’IL-6 augmente la
réponse secondaire des LT CD8" donc, potentiellement, le nombre de LTm présents'?'. Le role
potentiel de I’IL-6 dans la formation et le maintien des LTm nous a mené a mesurer la
sécrétion d’IL-6 par les CD40-B LPS et les CD LPS. Nous avons observé que les CD40-B
LPS produisent moins d’IL-6 que les CD LPS (Annexe 4, figure 1c). Toutefois, 1’ajout d’IL-6
au moment de I’immunisation avec les CD40-B LPS n’a pas augmenté la génération de LTe ni
permis de restaurer la formation de LTm (Annexe 4, figure 2). De plus, nous avons démontré
que la sécrétion d’IL-6 par les CD n’est pas requise pour la génération de LTm dans notre
modele d’immunisation (Annexe 4, figure 3). La diminution de la sécrétion de I’'IL-6 n’est
donc pas responsable de I’absence de génération de LTm suite a I'immunisation avec nos

CD40-B. Suite a I’injection de poly I:C lors des immunisations avec les CD40-B, il est

improbable que I’IL-6 soit responsable de I’augmentation de la génération des LTm.

L’IFN-y augmente ’expansion clonale et la génération de LTm CD8" lors d’une
infection avec LCMV*"**"7_ D autres groupes ont démontré que la présence d’IFN-y augmente
’expansion clonale, mais aussi la contraction des LT CD8" lors d’infection avec Lm et
LCMV*Y%  Malgré la présence de données contradictoires dans la littérature, il serait
pertinent de quantifier la production d’IFN-ypar nos CD40-B LPS et nos CD LPS. Le
récepteur de I'IFN-yest exprimé sur les LTn CD8™**. Les LB ainsi que les CD peuvent

93,481,482

produire de I’'IFN-y dans certaines conditions rendant possible un signal via ’'IFN-y au

moment de la reconnaissance antigénique.
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Puisque nous observons un défaut d’induction du facteur de transcription Bcl-6 chez
les LTe suite a 'immunisation avec les CD40-B LPS et que Bcl-6 peut étre induit par la
présence d’IL-21 et d’IL-10°, il est probable qu’une diminution de la sécrétion de ces
cytokines contribue au défaut de génération de LTm observé. En effet, I'[L-21 promeut la
survie des LTe, contribuant a leur accumulation au pic de la réponse et a la génération de
LTm*™***. Puisque I’IL-21 est principalement produite par les LT CD4™*, une diminution
de la présence d’IL-21 lors d’immunisation avec les CD40-B pourrait refléter une diminution
de I’activation des LT CD4" (par I’Ag male HY*®), comparativement & I’immunisation avec
les CD. Quant a I’IL-10, une cytokine associée a la répression du systéme immunitaire, elle
augmente aussi la génération de LTm CDS8" suite & une infection avec Lm™’. L’IL-10 peut étre

produite par les CD40-B, mais aussi par les CD**"''*4%,

Si la production de cytokines par les CD40-B LPS est moins importante que celle des
CD, il est possible que le nombre de précurseurs transférés affecte la génération de LTm en
influengant la biodisponibilit¢ des cytokines, comme notre laboratoire 1’a démontré pour
I'IL-2 et la génération de SLEC?”. Le transfert d’un nombre de précurseurs plus faible
(500 cellules OT-1) mimant plus fidélement la réponse endogéne®’ serait nécessaire afin
d’¢éliminer tout impact quant a la biodisponibilité des cytokines inflammatoires produites suite
a nos immunisations avec des CD40-B LPS et des CD LPS. Lors de ces immunisations, il
serait aussi possible de mesurer la réponse endogene et ainsi de déterminer si le répertoire
polyclonal se comporte de facon similaire aux LT OT-1. Nous avons démontré que les
CD40-B LPS peuvent induire une réponse effectrice endogene (Article 1, figure S2), mais il
serait aussi pertinent de quantifier le taux de génération de LTm endogeénes et de déterminer
leur fonctionnalité par des infections avec une dose létale de Lm-OVA. Si la biodisponibilité
des cytokines au moment du priming influence la génération de LTm, alors la diminution du
nombre de précurseurs devrait restaurer la génération de LTm suite a I’immunisation avec des
CD40-B LPS. Cette hypothése pourrait aussi permettre de réconcilier I’absence ou le faible

rendement de LTm que nous observons en transférant un nombre élevé de précurseurs a la
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génération de LTm endogene suite a I'immunisation avec des CD40-B par le groupe de

Vanden Bush'?!.

3.1.4 La qualité de interaction entre le LB et le LT CD8"

Afin de comparer les signaux donnés par les CD40-B LPS au moment de 1’activation
des LT CDS" & ceux donnés par les CD LPS, nous avons réalisé une hybridation sur puce
d’ADN. Puisque I’activation du LTn CDS8" permettant la génération de LTm se fait
rapidementmm’285

post-activation avec des CD40-B LPS OVA ou des CD LPS OVA. Cette expérience nous a

, nous avons déterminé le profil d’expression génique des LT OT-1 24 h

permis de démontrer qu’environ 950 génes sont différemment exprimés par les LT CD8"
activés par les CD40-B LPS OVA et les LT CDS8" activés par les CD LPS OVA (Annexe 2).
Une analyse des voies de signalisation différemment induites a permis de constater une
diminution de la signalisation en aval du RCT, des récepteurs de molécules de costimulation
(CD28, CD27, OX40, 4-1BB) et des récepteurs de cytokines (IFN, TNF, IL-6) chez les LT
OT-1 activés par les CD40-B LPS (Annexe 5). En raison des résultats présentés dans cette
these et discutés précédemment, la diminution de la signalisation en aval du RCT et des
molécules de costimulation nous a surpris. En effet, nous avions déterminé que les CD40-B
LPS devaient fournir un signal 1 et un signal 2 de fagon adéquate et que le défaut d’expansion
des LTe et la génération inefficace des LTm devaient étre causés par une production
défaillante de cytokines. Toutefois, ces données d’expression géniques suggerent plutdt que
les CD40-B LPS n’ont pas la capacité de fournir les 3 signaux de fagon optimale pour activer

complétement les LT CDS'.

Afin d’étre activé de fagon optimale, le LT CD8" requiert une interaction stable avec la
CD, ce qui peut certainement influencer la transmission de tous les signaux d’activation. En
absence de I’expression d’ICAM-1 par les CD, I’amplitude de la réponse effectrice n’est pas
affectée, mais trés peu de LTm sont générés®™. Les CD40-B et les CD ayant une taille et une
morphologie distinctes, il est possible que la surface et la durée de I’interaction avec le LT

CD8" soient différentes. En effet, grace a leurs dendrites, les CD matures ont la capacité
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d’interagir intimement avec le LT CD8" en I’engloutissant lors de la reconnaissance
antigénique, ce qui permet la formation d’une synapse immunologique organisée et une
interaction prolongée®™*. Les CD, étant plus volumineuses que les CD40-B et possédant des
dendrites, interagissent probablement sur une plus grande surface avec le LT CD8" au moment
de la reconnaissance antigénique. Ainsi, plus d’interactions CMH/RCT peuvent avoir lieu
simultanément, augmentant le signal RCT. De méme, plus d’interactions entre les différentes
molécules de costimulation peuvent avoir lieu, augmentant la force de ces signaux. Il est aussi
possible que cette surface d’interaction accrue permette une interaction plus solide par la
liaison des molécules d’adhésion, augmentant la durée d’interaction et ainsi la qualité des
signaux percus. Une proximité accrue et plus durable entre le LT CD8" et la CPA pourrait
aussi permettre une meilleure perception du signal d’inflammation par le LT CD8" qui serait

mieux positionné dans le microenvironnement inflammatoire.

Des expériences de microscopie pourraient clarifier I’hypothése que les CD40-B
interagissent moins longuement et intimement avec les LT CD8" que les CD. Il serait possible
de comparer I’interaction des LT OT-1 avec des CD40-B LPS OVA et des DC LPS OVA lors
d’activation in vitro. Grace a des expériences de microscopie par intervalle, I’interaction des
LT OT-1 avec les CD40-B ou les CD pourrait étre caractérisée durant plusieurs heures.
L’analyse informatique des images pourrait permettre de calculer la surface moyenne
d’interaction ainsi que le temps moyen d’interaction entre les CD40-B/LT CDS8"
comparativement aux CD/LT CDS8". Si mon hypothése s’avére véridique, alors la surface
d’interaction sera plus petite et la durée d’interaction plus courte entre les CD40-B/LT CD8"
comparativement aux CD/LT CDS8'. Une diminution de la qualit¢ d’interaction entre les
CD40-B et les LT CDS8" pourrait expliquer pourquoi les hybridations sur puce (Annexe 5)
suggerent que I’ensemble des signaux (RCT, costimulation, cytokine) est diminué chez le LT

CDS8" lors de ’activation in vitro.
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3.1.5 Modéle illustrant Pactivation des LT CD8" par les CD40-B et les CD

Selon toutes les expériences que j’ai réalisées et en m’appuyant sur la littérature, je
propose que D’activation des LTn CD8" par les CD40-B LPS soit sous-optimale en raison
d’une diminution de la durée et de I’intimité d’interaction au moment de ’activation. Ainsi,
malgré une expression suffisante de I’Ag et des molécules de costimulation a leur surface, les
CD40-B sont incapables de fournir ces signaux adéquatement aux LT CD8" en raison d’une
interaction de trop courte durée entre eux. De plus, le signal 3 donné par la sécrétion de
cytokines est diminué puisque les CD40-B LPS produisent moins d’IL-12 et d’IFN de type I
que les CD LPS. Encore une fois, des interactions de trop courtes durée peuvent diminuer la
perception du signal des cytokines par les LT CD8", ceux-ci étant en contact avec la cellule
productrice moins longtemps et donc soumis a une concentration moins ¢élevée de cytokines.
Le signal global pergu par le LT CD8" n’est alors plus suffisant pour induire la différenciation

en LTm. L’activation des LT CD8" par les CD40-B et les CD est schématisée a la figure 15.
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Figure 15. Modéle d’activation d’un LT CD8" par une CD40-B (A) et une cellule dendritique
(B). Les CD40-B interagiraient moins intimement et moins longtemps avec les LT CDS8" lors

de I’activation diminuant le signal global donné.

3.1.6 Perspectives

3.1.6.1 L’utilisation thérapeutique des CD40-B

Malgré une présentation de I’Ag sous optimale, il est pertinent de poursuivre 1’étude
des CD40-B en tant que CPA. D’abord, malgré une génération déficiente de LTm CDS8" suite
a ’immunisation, des LTe fonctionnels sont produits, ce qui peut s’avérer trés important dans
un contexte de vaccination thérapeutique contre des cellules tumorales. Un point trés positif

est la production d’IFN-y et I’activité cytotoxique des LTe générés suite a I’immunisation avec
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490,491 alors

les CD40-B. En effet, la production d’IFN-y est associée au contrdle des tumeurs
que Dlactivité cytotoxique peut permettre 1’élimination directe de cellules tumorales. Afin
d’améliorer leur potentiel de présentation de I’Ag dans un contexte activateur, les CD40-B
pourront étre modifiés. En effet, les CD40-B peuvent étre transfectés avec différents ARN
codant pour des cytokines comme par exemple I’'[L-12 afin d’augmenter leur capacité de

123,125

présentation de I’Ag . Les CD40-B pourraient aussi étre administrés en combinaison avec

un adjuvant comme le poly I:C, qui peut étre utilis¢ chez 1’humain, afin d’augmenter la

, + . Sqe . . , 492 4
réponse des LT CD8" et de favoriser I’élimination des cellules cancéreuses®>*

. De plus, afin
d’optimiser le nombre de CPA produites a partir d’un seul don de sang, des CD et des CD40-B
pourraient étre isolés ou différenciés, puis maturés simultanément. Les CD40-B pourraient
étre administrés en combinaison avec les CD, ou encore en tant que rappel suite a une
premicére immunisation avec les CD. Finalement, les CD40-B pourraient servir de CPA
in vitro, afin d’activer des LT CD4" et CD8" contre différents Ag tumoraux; ces LT pourraient
ensuite étre infusés au patient. Les CD40-B pourraient étre chargés avec des peptides connus
comme gpl00 ou Melan-A/MART-156.35 dans le cas de mélanome ou des lysats tumoraux,

puisque les CD40-B ont une certaine capacité a acquérir et a présenter des Ag solubles’*>**,

Des thérapies ou I’injection de CD s’est faite en combinaison avec un autre traitement,
comme I’injection d’IL-2 (carcinome rénal)®” ou d’un Ac anti-CTLA4 (mélanome)™,
démontrent une régression tumorale durable. L’ immunothérapie se dirige vers des traitements
ou la réactivation du systéme immunitaire se fait en combinaison avec d’autres traitements qui
visent D’activation générale du systéme immunitaire ou I’inhibition des mécanismes de

83,497

tolérance tumoraux De nouvelles thérapies proposent méme de traiter de facon

préventive certains patients avec des lésions a haut risque tumoral (adénomes avancés du

498

colon) Une niche potentielle pour la vaccination avec les CD40-B pourrait é&tre

I’immunisation de patients en rémission d’un cancer dont les chances de rechutes sont élevées,
comme les leucémies T lymphoblastiques aigués ou les leucémies myéloides aigués*”™"".
L’immunisation des patients en rémission, avec les CD40-B présentant des Ag issus de leurs
cellules cancéreuses, pourrait contribuer a générer des LTm spécifiques, les protégeant contre

une éventuelle rechute. La génération de LTe pourrait aussi permettre d’¢éliminer la maladie
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résiduelle, un autre avantage potentiel de la vaccination thérapeutique. Les CD40-B pourraient
donc faire partie des cocktails de traitement pour traiter ou prévenir le cancer. L’utilisation de
CD40-B serait avantageuse, car ils peuvent étre obtenus en grands nombres a partir d’un don

de sang.

Dans un contexte d’immunothérapie, il est primordial de pouvoir amplifier les cellules
selon une méthode appropriée pour 1’utilisation en clinique. Jusqu’a maintenant, les CD40-B
ont principalement été générés sur des fibroblastes murins 3T3 exprimant le CD40L'®.
Toutefois, une contamination indésirable de ces cellules pourrait accompagner les CD40-B
humain et induire une réponse immunitaire. Pour contrer cela, des équipes optimisent
I’activation des LB par du CD40L trimérique, nécessaire pour un signal approprié via le
CD40"%%, Cette activation est efficace pour amplifier et activer des LB naifs, mais aussi

pour rendre des LB malins immunostimulateurs

. Pour I’utilisation clinique, des milieux sans
sérum sont utilisés afin de minimiser les contaminations par différents pathogénes et
d’¢liminer 1’effet de protéines inconnues qui peuvent influencer la culture, mais aussi étre
immunogénes. A cet effet, Héma-Québec met présentement au point des protocoles de
cultures des CD40-B ou les milieux sont supplémentés, entre autres, avec de 1’albumine

504

humaine™". Les CD40-B présentent donc un intérét réel comme source alternative de CPA.

3.1.6.2 Avancement des connaissances

D’un point de vue fondamental, 1’é¢tude des CD40-B en tant que CPA contribue aussi a
mieux comprendre les mécanismes permettant de générer des LTm CDS'. Le fait que
I’activation des LT CD8" avec les CD40-B permette la génération de LTe, mais pas la
génération de LTm, démontre que les signaux donnés au moment de la reconnaissance
antigénique sont importants pour influencer le devenir du LT. Ce fait est en faveur du mod¢le
de différenciation de la force du signal. Selon ce modele, un signal d’une certaine intensité
doit étre donné afin de permettre la génération de LTm, mais ce signal serait moins fort que
celui requis pour induire la différenciation terminale des LTe. Dans notre mode¢le, le signal

donné par les CD40-B est suffisant pour induire la génération de LTe, mais pas celle de LTm.

207



Si la diminution de I’intimité et de la durée d’interaction entre le CD40-B et le LT diminue la
force du signal per¢u au moment de 1’activation, induisant la différenciation en LTe, mais pas
en LTm, alors cela signifie que la différenciation des LTe requiert un signal d’une intensité
plus faible que la différenciation des LTm. Cela irait a I’encontre des modeles du potentiel
décroissant et de la force du signal proposés pour expliquer la génération des différentes
populations de LT CD8" suite & une réponse immune, ou la force du signal permettant la
différenciation des LTm est plus faible que la force du signal requis pour la différenciation des
LTe. Mes données actuelles quant a I’immunisation avec les CD40-B peuvent difficilement
étre mises en perspective quant au modele de la division asymétrique. Cependant, dans
I’éventualité ou nous démontrerions que les CD40-B donnent un signal d’activation global
plus faible que celui des CD au moment de I’immunisation, nous pourrions émettre
’hypothése que I’activation des LT CD8" par les CD40-B ne permet pas la division
asymétrique car une certaine force d’activation serait nécessaire pour 1’induire. La cellule
proximale a la synapse immunologique recoit un signal plus fort que la cellule distale et
acquiert un phénotype de SLEC alors que la cellule distale acquiert un phénotype de MPEC et

se différencie en LTm>®+3%

. Il est donc possible que suite a une activation de force
insuffisante, la division asymétrique n’ait pas lieu diminuant la génération de LTm. De telles
observations pourraient permettre de démontrer 1’importance du modele de la division

asymétrique dans la génération de LTm.

3.2 Le role de la voie de signalisation de Notch lors de la réponse

immune des lymphocytes T CD8"

3.2.1 La régulation de I’expression de PD-1

3.2.1.1 La régulation directe au promoteur de PD-1

La seconde hypothése émise dans le cadre de ma theése était que la voie de signalisation
Notch influence la réponse du LT CD8". Dans I’article 2 (Notch signalling regulates PD-1
expression during CDS" T cells activation), j’ai démontré que la transcription de ’ARNm de

PD-1 est directement régulée par la voie de signalisation de Notch suite a 1’activation des LT
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CD8". Grace a des immunoprécipitations de la chromatine, nous avons montré que le site de
liaison de RBPJx auquel le NICD se lie est situé¢ entre I’exon 1 et 2 du géne Pdcdl (Article 2,
figure 6). La figure 16 illustre ce site de liaison du NICD a RPBJk parmi les sites de liaisons
des autres facteurs de transcription connus pour réguler la transcription de Pdcdl. Des études
de ChIP-seq, réalisées dans des leucémies T lymphoblastiques (T-LL), démontrent que la
majorité des sites de liaisons du NICD aux génes régulés par Notch se retrouve a 1’extérieur
des régions promotrices, soit dans les introns, les exons ou des régions intergéniques,
¢’est-a-dire des amplificateurs (enhancers) distaux " . Il n’est donc pas étonnant de retrouver

ce site de liaison dans un intron.

267 37 43 e 175

CTCF NFAT .- . NFAT
STAT3/4 STAT3/4
CTCF
o Eions B
NFAT Blimp-1 T-bet RBPJx
ISRE Notch

Figure 16. Schéma du site d’interaction de RPBJk et du NICD au géne Pdcd] ainsi que
des autres facteurs de transcription connus pour leur liaison directe au promoteur. Les chiffres
représentent les distances en Kb par rapport au site d’initiation. La fleche représente le site
d’initiation de la transcription. CR-A B et C: région conservée A, B et C. La région CR-A

correspond a I’exon 1 du géne Pdcdl.

Nos expériences d’immunoprécipitation de la chromatine démontrent que RBPJx n’est
pas présent au site de liaison chez les LTn (Article 2, figure 6). L’activation du LT CD8" est
donc nécessaire afin de permettre I’accessibilit¢ de RBPJk et du NICD au promoteur Pdcd].
L’ augmentation de la liaison de RBPJk et du NICD au site RBPJx numéro 3 du promoteur de
Pdcdl est statistiquement significative seulement 6 h post-activation, alors que 1’expression de

la protéine PD-1 est diminuée durant au moins 48 h en présence du GSI (Article 2, figure 5 et
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6). Dans Darticle 2, nous avons posé trois hypothéses afin d’expliquer cette observation.
Premicrement, la liaison du NICD pourrait induire un changement de conformation permanent
de la chromatine augmentant la transcription du géne Pdcdl en y facilitant I’acces des autres
¢léments régulateurs. Dans ce cas, 6 h et 24 h post activation, la chromatine ouverte aux
environs du site d’interaction de Notch (région CR-A qui correspond a I’exon 1) devrait étre
hypersensible a la DNAsel. De plus, le profil d’acétylation et de méthylation des nucléosomes
devrait étre caractéristique d’un geéne actif. La transcription active est caractérisée par
H3K9Ac, H3K27Ac, H3Ac, H3K4me?2 et H3K4me3°" alors que la présence de H3K9me3,
H3K27me3 et H4K20me3 est associé a la répression de la transcription'””. L’induction d’un
changement de conformation de la chromatine par le NICD, en influencant
I’acétylation/méthylation des histones, est possible car le NICD a la capacité de recruter des
acétyltransférases comme p300 et PCAF''® mais aussi des méthyltransférases comme
SETDBI1°". 11 serait aussi pertinent de caractériser 1état de la chromatine aux régions CR-B et
CR-C, qui pourraient étre influencées par la présence du NICD soit de fagon distale ou grace a
I’interaction avec d’autres facteurs de transcription, indépendamment de RBPJk. La présence
du NICD peut induire des modifications du profil d’acétylation principalement via H3K27Ac
sur le promoteur et ses amplificateurs distaux dans un modéle de T-LL>”. Ces changements
dépendants du NICD peuvent s’effectuer sur une distance dépassant les 10-20 Kb>®. Cette
hypothése est plausible puisque les genes situés dans une région bordée par des sites de liaison
CTCF (comme Pdcdl, figure 16), contenant un site de liaison RPBJk/NICD, ont une
probabilité plus élevée d’étre régulé par Notch®”. Les sites de liaison de CTCF agissent
comme des frontiéres délimitant des domaines géniques arborant des modifications de la
chromatine activatrices et inhibitrices’”. Deuxiémement, un Ac anti-N1 a été utilisé pour les
immunoprécipitations de la chromatine, alors qu’il y a une redondance entre les récepteurs N1
et N2 et que les LT CDS8" activés expriment les 2 récepteurs. Il est donc possible que le NICD
de N1 ne soit plus présent a ce site 24 h post immunisation, laissant la place au NICD de N2.
Toutefois, I’expression des récepteurs N1 et N2 étant augmentée simultanément suite a
I’activation des LT CD8" et maintenue plus de 24 h post-activation (Article 2, figure 1), il est

peu probable que seul N1 soit responsable de 1’expression précoce de PD-1 et que seul N2 soit
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responsable de 1’expression tardive de PD-1. Troisiémement, il est possible que la protéine

PD-1 soit tres stable, alors 1’effet de Notch serait maintenu au cours du temps.

D’autres hypothéses peuvent expliquer la présence de RBPJx et du NICD au site de
liaison RBPJx3 seulement 6 h, mais pas 24 h, post activation, alors que 1’expression de la
protéine PD-1 est diminuée durant plus de 24 h en présence de GSI. D’abord, le NICD
pourrait interagir avec un autre facteur de transcription impliqué dans la régulation de la
transcription de Pdcdl. En effet, le NICD a la capacit¢ de lier d’autres facteurs de
transcription que RBPJx, par exemple CREB*’ et NF-kB*’. Des études a I’aide de
promoteurs Pdcdl tronqués, couplés a un geéne rapporteur de luciférase, pourraient permettre
de déterminer si d’autres régions en aval du site de transcription sont importantes pour 1’effet
de Notch sur la transcription de Pdcdl. Ces promoteurs tronqués pourraient étre cotransfectés
avec le NICD dans des EL4, et I’activité de la luciférase mesurée suite a 1’activation des EL4
par la PMA/ionomycine'****'. Si la délétion d’une région diminue activité de la luciférase,
alors cette région contiendra des éléments de régulation directe de la transcription par Notch.
Une analyse in silico de cette région pourrait permettre d’identifier des facteurs de
transcription s’y liant, représentant alors des partenaires potentiels d’interaction avec le NICD.
Finalement, il pourrait y avoir un effet indirect de N1 sur la transcription d’autres genes requis
pour la transcription de Pdcdl. En effet, Notch a la capacité d’augmenter la transcription de
nombreux genes. Il pourrait donc augmenter directement la transcription de Pdcdl dans les
heures suivant I’activation des LT CDS8" et ensuite augmenter indirectement sa transcription
via ’augmentation de D’expression d’autres facteurs de transcription connus pour réguler

I’expression de PD-1.

3.2.1.2 La régulation de ’expression de PD-1 in vivo

Nos expériences in vitro démontrent que [’expression de PD-1 induite suite a
I’activation du LT CD8" est augmentée par la voie de signalisation Notch. Nous pouvons
émettre 1’hypothése que, suite a la reconnaissance de 1’Ag, I’expression de PD-1 sera

augmentée suite a I’activation de la voie de signalisation Notch in vivo. Afin de démontrer
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cette hypothése, des souris exprimant ou non les récepteurs N1 et N2 chez les LT CDS8" (souris
NIN2Y* ou NIN2"™) pourraient étre infectées avec LCMV Armstrong ou Lm-OVA. Puisque
la voie de signalisation Notch régule I’expression de PD-1 in vitro suite a 1’activation des LT
CDS8" (Article 2), il est attendu que les LTe NIN244 expriment moins de PD-1 lors d’infection
LCMV Armstrong ou Lm-OVA que les LTe NIN2™". Cependant, dans un modéle de GVHD,
il a été démontré que les LT CD8" expriment plus fortement PD-1 lorsque la voie Notch est
inhibée grice a ’expression de DNMAML*". Dans ce modéle d’induction de GVHD, les
souris sont irradiées, ce qui induit de I’inflammation. De plus, les dommages tissulaires

509,510

provoqués par la GVHD induisent aussi de I’inflammation . Puisque la voie de

signalisation Notch module I’expression de certaines molécules chez les LT CD4" et CD8" en

fonction du contexte inflammatoire™**!

, 11 est probable que DI’effet de la signalisation de
Notch varie en fonction des modéles étudiés. La GVHD et les infections Lm ou LCMV
induisent tous un profil de cytokines distinct, qui pourrait influencer l’expression de
PD-17%°%310 [ ors de la GVHD, une multitude de cytokines est sécrétée (IFN-y, TNF, IL-1,
IL-2, IL-6, IL-12, IL-21, IL-22, IL-23)’'" alors que linfection avec LCMV induit
principalement la production d’interférons de type I et I’infection avec Lm la production
d’IL-12 et d’interférons de type I*”. Par exemple, IRF9 (liant les ISRE) et les STAT3/4
induits suite a la signalisation par les interférons et certaines cytokines pourraient contribuer a
augmenter 1’expression de PD-1"*"""". A ’opposé, une induction forte de T-bet et de Blimp-1,

qui inhibent I’expression de PD-1 suite & D’activation du LT'*'

, pourrait réprimer
I’expression de PD-1. Il est probable que I’effet de la signalisation de Notch sur I’expression
de PD-1 soit influencé par I’environnement génique fagonné par la présence des autres

facteurs de transcription induits dans les différents mod¢les étudiés.

Suite a la reconnaissance de I’Ag, il y a une augmentation transitoire de PD-1, mais
lorsque I’Ag est présent de fagon chronique, 1’expression du PD-1 est maintenue et caractérise

395 11 serait intéressant de caractériser I’effet de la

les LTe CD8" épuisés non fonctionnels
délétion des récepteurs Notch sur I’expression du PD-1 lors d’infections chronique avec
LCMV clone 13. Si I’inhibition de la voie de signalisation Notch permet aussi de diminuer

I’expression de PD-1 dans ce type d’infection, alors il est probable que 1’inhibition de la voie
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de signalisation Notch contribue a restaurer les fonctions effectrices des LTe épuisés.
L’inhibition de cette voie pourrait potentiellement contribuer au traitement d’infections

incurables comme le VIH ou I’hépatite C.

3.2.2 Le role de Notch lors de la réponse immune des LT CD8"

Dans le 3° article de cette thése (Context dependent role for the Notch signalling
pathway during CD8" T cell response), nous avons comparé la réponse des LT CDS8"
exprimant ou non les récepteurs N1 et N2, suite a I’infection avec Lm ou I’immunisation avec
les CD. Bri¢vement, dans nos deux mode¢les, I’absence de ces récepteurs Notch influence
I’expansion clonale et le phénotype des LTe, mais n’a pas empéché la formation de LTm. La
production d’IFN-y est diminuée en absence des récepteurs Notch suite & I’immunisation avec
les CD, mais pas suite a I’infection avec Lm. Les différents phénotypes observés dans cet

article seront discutés et des hypothéses pour les expliquer seront proposées.

3.2.2.1 La voie de signalisation de Notch et la réponse effectrice

3.2.2.1.1 Les phénotypes SLEC et MPEC

Au pic de la réponse immune, le LTn CD8" a fait un choix de différenciation afin de
former les MPEC, les SLEC ou les EEC**’’. Nous avons démontré que la voie de
signalisation Notch est impliquée dans ce choix de différenciation SLEC/MPEC/EEC. En
effet, suite a une infection avec Lm ou a une immunisation avec des CD, 1’absence des
récepteurs N1 et N2 chez les LT CD8" a induit une diminution de la génération de SLEC et
une augmentation des EEC (Article 3, figure 1c, d et 2c, d). Les EEC sont des LTe moins
différenciés, qui ont encore la capacité de former des SLEC ou des MPEC*”". La signalisation
Notch contribuerait donc a la différenciation des EEC en SLEC. En absence des récepteurs
Notch, une diminution de la génération de SLEC pourrait étre causée par une diminution du
signal des cytokines inflammatoires comme I’IL-2 ou I'IL-122#624725%239-276 1] et ayssi

probable que l’expression de différents facteurs de transcription comme T-bet, Eomes,
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. 246,251,254,275,276,367,368,375,380,381,383 . A
Blimp-1 ou Bcl-6777 7722 Bona i Bnamom - qui jouent un rdle central dans la

différenciation des SLEC et des MPEC, soit affectée. Ces hypothéses seront détaillées et

discutées dans les prochains paragraphes.

Un signal primordial pour la génération de SLEC est celui provenant de I’IL-2. Les LT
CD8" exprimant plus fortement I’IL-2Ra; (CD25) recoivent un signal plus fort de I'IL-2, ce qui
mene a I’activation du facteur de transcription Blimp-1 et a la formation préférentielle de
SLEC*6:247213276 1 3 signalisation Notch augmente I’expression de I'IL-2Ro. chez les LT
CD4" °''. L’IL-2Ra. a aussi été identifiée comme une cible directe du NICD chez les
thymocytes’'?. Il est donc probable que la voie de signalisation Notch régule aussi I’expression
de I'IL-2Ra chez les LT CD8" activés. Suite aux infections et aux immunisations, les souris
NIN2** pourraient donc exprimer moins d’IL-2Ra;, diminuant le signal provenant de 1’TL-2
et I’induction de Blimp-1, causant ainsi une diminution des SLEC. En appui a cette hypothése,
5 jours post-immunisation, nous observons une diminution de I’expression de I’IL-2Ra en
absence des récepteurs Notch chez les LT CDS" (données de Frédéric Duval, Annexe 6).
Cependant, puisque la voie de signalisation Notch induit I’expression d’autres facteurs de
transcription comme Hesl, Deltex ou Myc’'2, il est possible que cette régulation de
I’expression de I’'IL-2Ra soit indirecte. En effet, la surexpression de Hesl, qui est induite par
le NICD suite a I’activation des LT CD8" (Article 2, figure 1d), augmente I’expression de

I'IL-2Ro. chez les thymocytes’".

De plus, dans nos expériences d’activation in vitro,
I’utilisation de GSI affecte peu I’expression de IL-2Roc a des temps précoces suivant
I’activation des LT CD8" (Article 2, données non présentées). Il est donc possible que la
signalisation Notch permette de soutenir 1’expression de CD25 a des temps plus tardifs pour
favoriser la différenciation en SLEC. Une telle observation a été faite chez les LT CD4". Chez
les LT CD4" n’exprimant pas RBPJx, I’expression de CD25 est normale 36 h suivant

I’induction de la GVHD, alors qu’elle est diminuée au 5° jour™”.

Il serait possible qu’une diminution de la sensibilit¢ a d’autres cytokines comme

I’IL-12, via I’induction de T-bet, contribue aussi a la diminution de la génération de SLEC en
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absence de signal Notch. Une diminution de I’expression de ’ARNm de I'IL-12RB2 a été
observée chez les LT CD4" et CDS8" exprimant un DNMAML dans un modéle de GVHD*”,

Cependant, dans ce modéle, malgré une diminution de I’'IL-12R[32, ’expression de T-bet n’est

(433,455
pas affectée™™

. Le signal via I’IL-12 influence directement les niveaux d’expression de
T-bet qui, & son tour, promeut la différenciation des SLEC**. Or, suite a I’infection avec Lm
ou I’immunisation avec les CD, les niveaux d’expression de T-bet sont identiques chez les
LTe NIN24%et NIN2"" au pic de la réponse (Article 3, figure S2c, d). Il est donc probable
que le signal via I’IL-12 soit percu de facon similaire par les LTe NIN24* et NIN2"". Pour
cette raison, I’hypothése que I’expression des récepteurs Notch influence 1’expression de

’IL-12RPB2 chez les LT CD8" afin de moduler la différenciation en SLEC est défavorisée.

Le phénotype MPEC/SLEC est aussi influencé par les niveaux relatifs de différents
facteurs de transcription dont T-bet, Eomes, Blimp-1 et Bcl-6. Suite a 1’infection avec Lm ou
I’immunisation avec les CD, I’expression de T-bet et Eomes chez les LTe au jour 7
post-immunisation a été mesurée. Dans les deux modé¢les, nous avons observé une expression
similaire de T-bet, mais une diminution de I’expression d’Eomes chez les LTe

NIN2#A comparativement aux LTe NiN2?M

(Article 3, figure S2). La diminution de
I’expression d’Eomes en absence des récepteurs Notch est en accord avec les données du
groupe d’Osborne™®. A I’opposé, lors d’induction de GVHD, les LT CD8" expriment des

: A 4 4334
niveaux plus élevés d’Eomes™>*>

suggérant que l’influence de la signalisation Notch sur
I’expression des facteurs de transcription peut varier en fonction des modeles étudiés. Une
étude a montré que T-bet est nécessaire pour induire la formation des SLEC***. Or dans notre
modele, une diminution importante des SLEC est possible, méme en présence de niveau
d’expression de T-bet similaire, indiquant qu’un autre facteur de transcription est requis pour
la différenciation des SLEC. Ce facteur de transcription pourrait étre Blimp-1, qui est induit

par le signal du récepteur a | I[-2246:247:276

. I1 sera important de mesurer I’expression de
Blimp-1 chez nos différents LTe. Une diminution de I’expression de Blimp-1 appuierait
I’hypothése d’une diminution de 1’expression de I’'IL-2Ro en absence des récepteurs Notch.
Malgré une inhibition du signal Notch, des niveaux d’expression de T-bet similaires chez les
LT et CD8" ont aussi été observés dans des modéles de GVHD***°. 1l est possible que
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I’expression de T-bet, qui peut aussi étre induite par la signalisation du RCT et un signal via
'IL-12R***7 ne soit pas influencée par la présence de Notch dans nos modéles

d’immunisation et d’infection ou lors de la GVHD.

Selon les différentes hypothéses discutées précédemment, nous proposons que
I’induction de la différenciation des SLEC par la voie de signalisation Notch puisse se faire de
la facon suivante. Suite a I’activation des LT CD8", I’augmentation des récepteurs Notch
permettrait d’augmenter le signal Notch induit par I’interaction avec leurs ligands. Le NICD
régulerait directement et/ou indirectement la transcription de 1I’IL-2Roc pour augmenter la
réceptivité envers 1’IL-2. Chez les LT CDS8" exprimant fortement les ligands de Notch, le
signal accru via ’IL-2R permettrait d’activer le facteur de transcription Blimp-1 pour favoriser

la différenciation en SLEC (Figure 17).

La régulation de I'IL-2Roc par la signalisation Notch semble une candidate
particuliérement intéressante pour expliquer la diminution de la génération de SLEC en
absence des récepteurs Notch. Les éléments régulateurs liés par le NICD peuvent étre situés
hors de la région promotrice des genes et certains sites liés par le NICD ne sont pas régulés de

fagon dynamique suite a la signalisation Notch>”

. Ainsi, il est probable de manquer un site de
liaison du NICD ou d’identifier un site de liaison du NICD qui ne contribue pas a la régulation
du gene d’intérét. Alors, pour identifier un geéne cible potentiellement directement régulé par
la voie de signalisation Notch comme I’IL-2Rao, il serait pertinent de réaliser des essais de
lavage d’inhibiteur de la y-sécrétase*'°>*!*. Pour ce faire, des LT CD8" seraient activés in
vitro en présence d’un inhibiteur de la y-sécrétase (GSI, le DAPT par exemple) ce qui
causerait une accumulation des récepteurs Notch partiellement clivés par ADAM a la surface
des cellules. Ensuite, le GSI serait lavé, permettant le clivage complet du NICD. Au moment
du lavage, de la cycloheximide serait ajoutée afin d’inhiber la synthése protéique. Si
I’expression de I’IL-2Ra est directement régulée par Notch, alors son expression sera inhibée

par le GSI et son ARNm sera rapidement transcrit suite au lavage. Par la suite, si I'IL-2Ro se

comporte comme un gene directement régulé par Notch, les sites de liaison RBPJk pourraient
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étre identifiés dans sa séquence génique et des immunoprécipitations de la chromatine avec
des Ac anti-NICD et anti-RBPJk pourraient étre réalisées afin de confirmer leurs présences

aux sites d’intéréts.
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Figure 17. Mécanisme proposé permettant a la voie de signalisation Notch de
promouvoir la différenciation des LT CD8" en SLEC. Suite a la reconnaissance de I’Ag, il y a
augmentation de la transcription (1) et de I’expression des récepteurs N1 et N2 a la surface des
LT CD8" (2). L’interaction des récepteurs Notch avec les ligands de Notch présents sur les
CPA augmente la concentration de NICD, qui transloquent au noyau afin d’activer des génes
cibles comme CD25 ou Hesl (3), qui vont permettre d’augmenter directement ou
indirectement 1’expression de I’IL-2R (4), et ainsi permettre un signal accru via I’IL-2, ce qui

induira une augmentation de 1’expression de Blimp-1 (5), qui favorisera la différenciation en

SLEC (6).
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3.2.2.1.2 La sécrétion de cytokines et la fonctionnalité

Un défaut de production d’IFN-y par les LTe N1N2** suite a I’immunisation avec les
CD a été observé (Article 3, figure 3c, d). Par contre la production d’IFN-y suite a une
infection avec Lm-OVA est similaire entre les LTe NIN2* et N1N27™ (Article 3, figure
3a, b). Afin de corréler la sécrétion d’IFN-y avec la fonctionnalité des LTe, des infections avec
une dose létale de Lm-OVA 7 jours post-immunisation ont été réalisées. En effet, la
production d’IFN-y est importante pour le contrdle de I’infection avec Lm™. Lorsque les souris
NIN2Y et NIN2"T ont préalablement ét¢ immunisées avec des CD-OVA, le contrdle de la
dose 1étale de Lm-OVA est 10 a 1000 fois supérieur chez les souris NiN2?M que les souris
NIN2Y%(Article 3, figure 3f). Ce résultat est en accord avec un défaut de production de
I’IFN-y par les LT CD8™®. Les LT CDS8" peuvent aussi assurer une protection contre une
infection Lm grace a la sécrétion de TNF-o’>~'®. La production de TNF-o. par les LTe
NIN2Y% et NIN2"™ g¢nérés suite 4 1’immunisation avec des CD, est similaire (Annexe 7), il
est donc peu probable que le TNF-a soit responsable du défaut d’élimination de Lm. Lorsque
les souris NIN2** et N1N2"" sont préalablement infectées avec Lm-OVA, le contrle de la
dose létale de Lm-OVA par les LTe est similaire chez les souris NIN2* et NIN2"" (Article
3, figure 3e). Ce résultat est en accord avec une production similaire d’IFN-ypar les LTe

exprimant ou non les récepteurs Notch suite a une infection Lm.

Il est probable que la différence entre les niveaux d’inflammation présents lors
d’infection avec Lm et d’immunisation avec les CD soit responsable des différents phénotypes
observés au niveau de la production d’IFN-y. En effet, il est possible que lors d’infection avec
Lm, la production d’IFN-y soit maximale en raison du signal fourni par les cytokines
inflammatoires. Suite a une infection avec Lm, une grande quantité d’IL-12 est produite.
L’IL-12 peut induire le facteur de transcription T-bet, qui régule directement la transcription
de I'IFN-y chez les LT CD4™' de facon dose-dépendante™*. Nous pouvons émettre
I’hypothése qu’une induction forte de T-bet serait suffisante afin d’induire la production

maximale d’IFN-y chez les LT CDS8". Le signal via I'IL-12R active STAT4, qui permet aussi
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d’augmenter la transcription de 1’IFN-}(10’248’5 ' De plus, le facteur de transcription Eomes
collabore avec T-bet pour induire la production d’IFN-y chez les LTe’”. Lors d’infection avec
Lm, STAT4 et Eomes pourraient donc coopérer avec T-bet pour induire la production
maximale d’IFN-y. Lors d’immunisation avec les CD, la production d’IL-12, de méme que

- - s 106,254
I’induction de T-bet, sont moins importantes

. La signalisation Notch pourrait donc étre
nécessaire pour augmenter la transcription de I'I[FN-y, afin de permettre sa production
maximale (Figure 18). En effet, chez les LT CD4", le NICD et T-bet se lient directement a un
amplificateur et au promoteur de I'IFN-y respectivement et agissent en synergie pour
augmenter la transcription de 'TFN-y*®!. Seul, le NICD ne peut pas induire la transcription de
I’IFN-y, son effet requiert la présence de T-bet*'. Cette hypothése est plausible puisque les
expressions relatives de T-bet et d’Eomes sont plus ¢élevées chez les LTe lors d’infections avec
Lm que lors des immunisations avec les CD (Article 3, figure S2). Afin de démontrer que la
présence d’une inflammation plus importante lors d’infection Lm permet la production
similaire d’IFN-y entre les souris NIN2"" et NIN2* et élimine la dépendance envers la
signalisation Notch pour une production maximale d’IFN-y, il serait pertinent d’infecter les
souris avec Lm (n’exprimant pas OVA) au moment de I’immunisation avec les CD. Si la
production d’IFN-y est restaurée chez les LTe NIN2Y% cela démontrera un effet de
I’environnement inflammatoire sur la sécrétion de ’IFN-y. Il serait aussi possible d’infecter
des souris ne produisant pas d’IL-12 avec Lm-OVA et d’injecter un Ac bloquant contre le
récepteur des IFN de type 1. Dans ces expériences, le niveau d’inflammation pergu par les LT
CD8" spécifiques de I’OV Ays7.264 sera grandement diminué, ce qui devrait rendre la production
maximale d’IFN-y dépendante de la signalisation Notch. Il serait aussi intéressant de
déterminer si la voie de signalisation Notch régule directement la transcription de I’IFN-y chez

les LT CDS8". Ceci pourrait étre fait avec des essais de lavage d’inhibiteur de la y-sécrétase tel

que décrit dans la section précédente pour la molécule CD25.

Un autre facteur qui pourrait influencer la production d’IFN-y par les LT CD8" est la

qualité de I’aide CD4. En effet, dans un modele de GVHD aigué, 1’absence d’aide CD4 induit
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un défaut de production d’IFN-y plus marqué par les LT CD8 exprimant DNMAML™". 1l est
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possible que I’aide CD4 soit fournie plus efficacement lors des infections avec Lm que lors des
immunisations avec les CD. En effet, les LT CD4" reconnaissant leur Ag spécifique lors d’une
infection Lm sont aussi activés dans un environnement plus inflammatoire, ce qui pourrait
augmenter leur expression de CD40L, augmentant 1’activation des CD (molécules de
costimulation CD80, CD86, CD70 et sécrétion de cytokines) et ainsi la qualité de 1’activation

des LT CD8™43%,

Infection Lm Immunisation CD
Concentration IL-12 +++ Concentration IL-12 +
Induction T-bet +++ Induction T-bet +
Induction Eomes +++ Induction Eomes +

LT CD8*N1N2fvfl NICD | |T-bet | [Eome m NICD | |T-bet | [Eomes m

ﬁ —>

LT CD8"N1N24/A [Tet | [Eomes] | IFN- [Tet | [Eomes] | IFN-y
Induction IFN-y maximale Induction IFN-y maximale
indépendante du NICD dépendante du NICD

Figure 18. Schéma représentant 1’induction de la transcription de ’IFN-y chez les LTe

suite a ’infection avec Lm ou ’immunisation avec les CD.

Suite a 'immunisation avec des CD, la diminution de la sécrétion d’IFN-y est en
accord avec les données in vitro et in vivo publiées par d’autres groupes'*-*+3433:463,
Cependant, nous n’avons pas observé de différence dans la production d’IL-2, de TNF-o et de
granzyme B par les différents LTe générés (Article 3, figure S2 et données non présentées).
Différents groupes ont observé un défaut de production de granzyme B et de perforine in vitro
et in vivo chez les LT CD8™*7*%4% De plus, in vivo, une diminution de la capacité de
cytolyse des LTe CD8" en absence du récepteur N2 a été observée suite a une immunisation
avec des CD**. Nous n’avons pas quantifié¢ la capacité de cytolyse ni la production de
perforine des différents LTe. Le fait que les LTe NIN2** générés suite a une infection Lm ou

une immunisation avec les CD puissent présenter un défaut de cytolyse ne peut pas étre exclu.
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Des essais de lyse in vivo de splénocytes chargés avec OVA ou de lymphome exprimant OVA

(E.G7-OVA) pourraient étre réalisés afin de quantifier leur cytotoxicité.

3.2.2.2 La voie de signalisation de Notch et la génération de LTm

Suite a une infection avec Lm ou a une immunisation avec les CD, les souris

NIN2%* ont généré des LTm aussi efficacement que les souris N1N2""

. Ceci démontre que la
signalisation Notch n’est pas requise pour la génération de LTm. Suite a I’infection avec Lm,
les souris NIN2* ont généré plus de LTe et plus de MPEC, une génération supérieure de

LTm était donc attendue comparativement aux souris NIN2""

(Article 3, figurel). Cependant,
au stade mémoire, un pourcentage et un nombre similaires de LTm sont présents chez les
souris NIN2Y4 et NIN2"" (Article 3, figure 4a). Suite a 'immunisation avec des CD, autant
de LTe et de MPEC ont été générés chez les souris NIN2Y* et NIN2"" (Article 3, figure 2).
Une fois au stade mémoire, plus de LTm (pourcentage et nombre) sont présents chez les souris
NIN2Y% (Article 3, figure 4b). Cela suggére que suite a 1’immunisation avec des CD, le

rendement en LTm est plus élevé en absence des récepteurs Notch, alors qu’il est 1égérement

plus faible suite a I’infection avec Lm (Article 3, figure 4a et b).

Récemment, il a été démontré que deux facteurs de transcription, Bcl-6 et Ikaros,
peuvent réprimer sélectivement la transcription de certains geénes cibles de la voie de
signalisation Notch*>°'?. Nous pouvons imaginer que les LT CD8" qui se différencient en
LTm expriment un ou des facteurs de transcription capables de réprimer sélectivement la
transcription de certains génes impliqués dans la différenciation en SLEC activés par la voie
de signalisation Notch. Ce mécanisme permettrait a la signalisation Notch de favoriser la
différenciation de SLEC sans empécher la génération de LTm. Puisque 1’expression de Bcl-6

S . _ 380,381,383
est associée a la différenciation des LTm """

, ce facteur de transcription est un candidat
intéressant pour réprimer des génes cibles de la signalisation Notch chez LTe CDS8". Dans des
cellules neuronales, il a ét¢ démontré que Bcl-6 peut se lier au promoteur de Hes5, un gene

cible de la signalisation Notch. Bcl-6 interagit directement avec le NICD pour réprimer la
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transcription de Hes5, en déplagant MAML et en recrutant Sirtl, une déacéthylase*”. Des
expériences d’activation anti-CD3/CD28 de LT CD8" in vitro, ont démontré que 72 a 96 h
post activation en présence d’IL-2, I’ARNm de Bcl-6 est diminué. Cependant, un signal fort
via I’IL-2 est requis pour maintenir I’inhibition de 1’expression de I’ARNm de Bcl-6 aux 5° et

246 11 est donc probable que suite & I’activation des LT CD8" il y ait

6° jours post activation
augmentation de ’expression des récepteurs Notch, ce qui permettra une augmentation du
signal Notch contribuant a augmenter I’expression de génes associés a la différenciation des
SLEC (comme I’IL-2Ra). Les LTe qui recevront un signal fort via I’IL-2 maintiendront une
faible expression de Bcl-6 et se différencieront en SLEC destinés a mourir par apoptose, tandis
que les LTe qui recevront un signal plus faible via I’IL-2 augmenteront I’expression de Bcl-6
qui réprimera I’expression de certains genes spécifiques de la voie Notch pour favoriser la
différenciation de MPEC et de LTm (figure 19). Selon cette hypothese, les LTe recevant un
signal plus faible via la voie de signalisation Notch pourraient aussi se différencier en LTm si
I’expression de Bcl-6 est induite. Ce mécanisme pourrait expliquer pourquoi la signalisation
Notch est requise pour la différenciation en SLEC, mais pas pour la différenciation en LTm.

De plus, un tel mécanisme permettrait a certaines cibles directes de la signalisation Notch de

demeurer actives pour influencer le phénotype des LTm sans affecter leur génération.

A Signal Notch fort

Signal Bcl-6 faible Nco V4
MAML |/ -©
e —— c.) r r .
RBPJK I cibles directes de Notch Génération de SLEC

B Signal Notch fort
Signal Bcl-6 fort

>
Bcl-6 RBPJk cibles directes de Notch Génération de MPEC

etde LTm

Figure 19. L’inhibition probable de la signalisation Notch par Bcl-6 lors de la réponse
immune des LT CD8". (A) En présence d’un signal fort de la voie de signalisation Notch et
d’une induction faible de Bcl-6, les genes cibles directement régulés par Notch sont transcrits

pour favoriser la différenciation en SLEC. (B) En présence d’un signal fort de la voie de
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signalisation Notch et d’une induction forte de Bcl-6, certains génes cibles de la voie de

signalisation Notch sont inhibé pour favoriser la différenciation de MPEC et de LTm.

Un réle pour le facteur de transcription Ikaros dans la régulation de la signalisation
Notch, afin de moduler la différenciation des LTe et des LTm, ne peut pas étre exclu. En effet,
il a été démontré que suite a I’activation des LT CD8" en présence d’IL-2 ou d’IL-12, il y a
une diminution de I’expression d’lkaros. Une diminution d’lkaros est associée a une
augmentation de D’expression de I’IL-2Ra, de la sécrétion d’IFN-y et de I’activité
cytolytique®™"®. Une diminution de I’expression d’Ikaros produit un phénotype opposé a la
diminution de I’expression des récepteurs Notch. Ces observations sont donc en accord avec le

potentiel d’Tkaros de réprimer certains génes activés par le NICD’'?

. L’expression d’Ikaros est
plus forte chez les LTn et les MPEC que chez les SLEC™". De fagon similaire a Bcl-6, il est
possible que 1’expression d’Tkaros soit diminuée suite a ’activation de LT CDS8" et que son
expression soit augmentée chez les MPEC, qui percoivent un signal moins fort via I’'IL-2 et
I’IL-12, pour contribuer a I’inhibition de la transcription de certains génes directement activés

par Notch afin de favoriser la différenciation en LTm.

3.2.3 Perspectives

Malgré I’ obtention de résultats fort intéressants quant au rdle de la voie de signalisation
Notch lors de la réponse immune des LT CDS’, de nombreuses questions demeurent sans
réponse et méritent d’étre étudiées. En voici quelques exemples. Premicrement, nous avons
démontré que la voie de signalisation Notch régule directement la transcription de PD-1 et
nous proposons qu’elle puisse étre impliquée dans la régulation de genes permettant la
différenciation en SLEC. Comme la voie de signalisation Notch régule 1’expression de
différents génes en fonction du type cellulaire et du contexte d’activation, il serait pertinent de
déterminer 1’identité de ’ensemble des génes régulés par la voie de signalisation Notch chez
les LT CD8" suite & leur activation par la reconnaissance de leur Ag spécifique. Pour ce faire,
il serait pertinent de réaliser des immunoprécipitations de la chromatine avec un Ac anti-NICD

de N1 ou de N2, suivies du séquengage des fragments d’ADN obtenus (ChIP-seq). La liaison
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du NICD de N1 ou de N2 aux promoteurs des génes identifiés devrait étre confirmée par des
ChIP classiques et 1’expression différentielle des genes candidats identifiés confirmée par
gRT-PCR. Cette approche pourrait permettre de découvrir de nouveaux genes régulés
directement par Notch chez les LT CDS8". De nouvelles molécules importantes pour la réponse
effectrice et mémoire des LT CDS8" et régulées par la voie de signalisation Notch pourraient
ainsi étre identifiées. De plus, des genes régulés de fagon non redondante par N1 et N2

pourraient étre découverts.

La voie de signalisation Notch étant conservée, les récepteurs ont certaines fonctions
redondantes. Cependant, un seul récepteur ou un seul ligand peut étre responsable d’un
phénotype particulier. Par exemple, dans un modele de GVHD aigué, il a ét¢ montré que
Notchl et D114 sont responsables de la majorité des phénotypes observés*®. Dans nos modéles
d’infection et d’immunisation, il serait intéressant d’étudier les souris ou il y a délétion d’un
seul gene, soit N1 ou N2. Des fonctions associées seulement a un récepteur pourraient ainsi
étre révélées. Une expérience préliminaire, ou nous avons immunis¢ des souris ou seul N1 est
absent chez les LT CD8" ne permet pas de récapituler tout les phénotypes observés suite & la
délétion de N1 et N2, suggérant un certain réle non redondant des récepteurs. Il faut cependant
considérer que 1’absence d’un seul récepteur peut mener a une augmentation de 1’expression

7 431 : r I
des autres récepteurs™' pouvant influencer le phénotype observé.

Nous avons étudié la génération de LTm, mais il faudra aussi comparer adéquatement
leurs propriétés caractéristiques, comme la capacité de proliférer lors d’une seconde infection
ou leur capacité d’autorenouvellement. Suite a I’immunisation avec les CD, les LTe et les
LTm des souris NIN2Y* expriment moins d’Eomes que les souris NIN2"" (Article 3,
figureS2a, b). Cette diminution d’Eomes pourrait diminuer la capacité d’autorenouvellement
des LTm des souris NIN2 . En effet, Eomes régule la sensibilité a I'IL-15, impliquée dans la
prolifération homéostatique des LTm>®. De plus, nous avons effectué un marquage contre

Bcl-2, une molécule anti-apoptotique ce qui nous a permis d’observer que les LTm N1N2%4

Zﬂ/ﬂ

expriment moins de Bcl-2 (Annexe 8) que les LTm NIN ce qui suggere que leur survie
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pourrait aussi étre affectée. D’autres études sont requises afin de démontrer si 1’absence de
signalisation Notch affecte la survie et I’autorenouvellement des LTm. Par exemple, il serait
intéressant de comparer la persistance des LTm a trés long terme (6 mois et plus) chez nos
différentes souris. De plus, pour quantifier I’autorenouvellement des LTm, il est possible de
donner du BrdU (un analogue de la thymidine) aux souris durant deux semaines pour ensuite
mesurer son incorporation dans I’ADN des cellules ayant proliféré. Si les LTm
NIN2Y* proliférent moins que les NIN2™ elles incorporeront moins de BrdU ce qui

démontrerait un défaut de prolifération homéostatique.

Finalement, une meilleure compréhension de la voie de signalisation Notch chez les
LT CDS8" a des implications plus générales. Le développement de certains cancers, comme les
leucémies T lymphoblastiques (T-ALL), les leucémies my¢loides ou le cancer du sein,
implique un déréglement de la voie de signalisation Notch®*’. L’identification des génes
régulés par la voie de signalisation Notch chez les LT pourrait permettre de mieux comprendre
les T-ALL, en supposant que I’induction de certains génes cibles sera conservée. De plus,
I’inhibition de la voie de signalisation Notch présente un intérét thérapeutique. Les GSI ont
d’abord été administrés chez I’humain afin de réduire les peptides P-amyloides chez les
patients atteint d’Alzheimer. Des études cliniques de phase I et I administrant des GSI pour le
traitement de différentes tumeurs, dont les T-ALL, sont en cours>. Cependant,
I’administration de GSI engendre de nombreux effets secondaires causés par 1’inhibition de la
voie de signalisation Notch, comme une toxicité gastro-intestinale. Il est donc aussi primordial
de bien comprendre les différents mécanismes d’action de la signalisation Notch pour mieux
anticiper les effets secondaires que pourront causer les inhibiteurs de la voie. Maintenant,
d’autres techniques d’inhibition de la voie de signalisation Notch ont été développées et sont a
I’étude. Par exemple, des Ac antagonistes ciblant les ligands DII1 et D114 ont été développés et
permettre de protéger contre le développement de la GVHD chez la souris**°. Ces nouveaux
traitements auront probablement moins d’effets secondaires que 1’utilisation de GSI. Pour
terminer, nos données démontrant que la voie de signalisation Notch régule directement la

transcription de PD-1, une molécule impliquée dans 1’épuisement des LT CDS8" suggérent
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aussi que 1’administration d’inhibiteurs de la voie de signalisation Notch pourrait contribuer a

restaurer la fonctionnalité des LT CD8" lors des infections chroniques.

3.2.4 Conclusions

Dans le cadre de ma thése, nous nous sommes intéressés aux signaux importants pour
le développement des LT CD8" effecteurs et mémoires suite & une infection ou une
immunisation. Les résultats obtenus ont définitivement contribués a 1’avancement des
connaissances dans le domaine de la réponse immunitaire des LT CD8". Premiérement, nous
sommes les premiers a avoir caractérisé la réponse des LT CDS8" induite par I’immunisation
avec les CD40-B in vivo. Nous avons démontré que I’immunisation avec les CD40-B générés
in vitro permet de générer les LTe CD8" fonctionnels, mais pas des LTm CD8". Les CD40-B
ont donc le potentiel d’induire des effecteurs fonctionnels, ce qui pourrait s’avérer intéressant
puisque ces CD40-B représentent une nouvelle source de cellules présentatrices d’antigénes
afin de développer de nouveaux vaccins thérapeutiques. Puisque les CD40-B peuvent étre
produits en grande quantité a partir d’un prélévement sanguin, ils pourraient étre utilisés seul
ou en combinaison avec les CD, afin d’améliorer les traitements aujourd’hui disponibles. Nous
ne sommes pas parvenus a identifier le signal manquant afin de restaurer la génération de LTm
CD8" suite & I’immunisation avec les CD40-B. D’autres études seront nécessaires afin
d’identifier ce signal et d’augmenter le potentiel thérapeutique de I’immunisation avec des
CD40-B. 11 est primordial de parvenir a générer des LTm CDS8" afin d’assurer une meilleure
protection de I’organisme a long terme. Ces résultats révelent aussi qu’il ne suffit pas de
présenter I’Ag en présence d’un signal de costimulation afin de générer une réponse compléte

des LT CDS8".

Deuxi¢mement, nous avons démontré pour la premiere fois que la voie de signalisation
Notch régule directement la transcription de Pdcdl codant pour PD-1, une protéine impliquée
dans 1’épuisement des LT CDS8". Cette étude identifie une nouvelle voie de signalisation
pouvant réguler la transcription de PD-1. L’état d’épuisement des LT CD8", dans lequel PD-1

est impliqué, contribue a I’incapacité du systéme immunitaire a éliminer certaines cellules
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tumorales ou certaines infections chroniques comme le HIV ou I’hépatite chez I’humain. Pour
cette raison, il est primordial de mieux comprendre les mécanismes permettant de réguler
I’expression de PD-1. D’autres études devront confirmer ces résultats in vivo. L’administration
d’inhibiteurs de la signalisation Notch pourrait diminuer 1’expression de PD-1 chez les LT
CD8" épuisés, afin de restaurer leur fonctionnalité pour permettre I’élimination des cellules

tumorales ou infectées lors de maladies chroniques.

Troisiémement, nous avons caractéris¢ les phénotypes associés a la délétion des genes
N1 et N2 chez les LT CD8" suite a une infection Lm ou une immunisation CD. La voie de
signalisation Notch est requise pour la différenciation en SLEC, mais pas la génération de
LTm CDS8'. La production d’IFN-y semble étre indépendante ou dépendante de la
signalisation Notch en fonction de la présence d’inflammation. Plusieurs phénotypes sont
observés, mais les mécanismes permettant de les expliquer devront étre élucidés. L’étude
détaillée du role de la voie de signalisation Notch chez les LT CD8" pourrait permettre de
mieux comprendre le développement des leucémies T lymphoblastiques. Comme des
inhibiteurs de la voie Notch sont aussi développés afin de traiter certaines maladies dont le
cancer, une compréhension du role de la voie de signalisation Notch dans le systéme

immunitaire  permettra  une  meilleure  prédiction des  effets  secondaires
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Annexe 1:Expression des molécules de costimulation de la

famille des récepteurs TNF par les CD40-B et les CD
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Les CD40-B expriment des molécules de costimulation de la famille des récepteurs
TNF. Les CD40-B et les CD ont ¢été cultivés puis maturés avec du LPS. Des marquages
extracellulaires contre le CD70 (A), le 4-1BBL (B), le OX40L (C) et le CD30L (D) ont été
réalisés. Pour chaque molécule, un marquage représentatif est montré pour les CD40-B et les
CD. Le trait plein représente le marquage alors que le trait pointillé représente le FMO
(fluorescence minus one). Le MFI (mean fluorescence intensity) pour chaque marquage est

inscrit sur chacun des histogrammes.
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Annexe 2: Les CD40-B et les CD produisent différentes

cytokines
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Les CD40-B et les CD produisent différentes cytokines. (A) Les surnageants provenant de
culture de CD40-B ou de CD ont ¢été récolté et leur concentration en IL-12p70 ont été
déterminés par ELISA. La production d’IL-12p70 des CD40-B et des CD non maturés de
méme que des CD40-B et des CD maturés au LPS est montrée. Les données proviennent de 4
expériences indépendantes. (B) L’expression relative de I’IFNa. et de I'TFN par les CD40-B
et les CD matures ou non avec le LPS a été determine par qRT-PCR. Les données
proviennent de 3 expériences indépendantes. Statistique : Anova suivi du post-test Games-

Howell *** p<0.001
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L’ajout d’inflammation au moment de I’immunisation avec les CD40-B augmente la

generation de LT mémoire. 10° LT OT-1 T femelles (CD8 CD45.2") ont été transférées dans

des souris congénique B6SJL femelles (CD45.17). Deux jours plus tard, ces souris ont été

immunisées avec 2x10° CD40-B cells ou CD maturés au LPS et chargés avec le peptide

OVA. Des CD40-B ou des CD non chargés ont été utilisé comme controle. Au moment de

I’immunisation avec les CD40-B, du poly I:C a été injecté i.p. Les réponses effectrices (jour 4

post-immunisation) et mémoires (J230 post-immunisation) ont été mesurées par chirurgie des
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ganglions chez une méme souris. (A) Des graphiques représentatifs de la réponse effectrice et
mémoire sont montrés pour chacune des conditions. Le pourcentage de LTe ou de LTm est
inscrit dans chacun des graphiques. (B-D) Les graphiques montrent des compilations des
pourcentages de LTe (B), des pourcentages de LTm (C) et des rendements de LTm (D). Les
résultats proviennent de 3 expériences indépendantes avec 2-4 souri par groupes. Statistiques :

Anova suivi du post-test Games-Howell. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Following activation, naive CD8" T cells will differentiate into effectors that differ in their ability to survive: some will persist as
memory cells while the majority will die by apoptosis. Signals given by antigen-presenting cells (APCs) at the time of priming
modulate this differential outcome. We have recently shown that, in opposition to dendritic cell (DC), CD40-activated B-(CD40-
B) cell vaccination fails to efficiently produce CD8" memory T cells. Understanding why CD40-B-cell vaccination does not lead
to the generation of functional long-lived memory cells is essential to define the signals that should be provided to naive T cells
by APCs. Here we show that CD40-B cells produce very low amount of IL-6 when compared to DCs. However, supplementation
with IL-6 during CD40-B-cell vaccination did not improve memory generation. Furthermore, IL-6-deficient DCs maintained the
capacity to promote the formation of functional CD8" effectors and memory cells. Our results suggest that in APC vaccination

models, IL-6 provided by the APCs is dispensable for proper CD8" T-cell memory generation.

1. Introduction

The recognition of a foreign antigen (Ag) presented by
specialized Ag-presenting cells (APCs) in lymphoid organs
by naive CD8" T cells leads to their activation, differentiation,
and proliferation. This is accompanied by changes in migra-
tion properties and gain of effector functions to control the
infection. After elimination of the pathogen, most (90-95%)
of the activated CD8" effector T cells (Te) die during the
contraction phase to reset the system for the next challenge.
Importantly, a fraction of the Ag-specific Te cells will survive
as resting memory T cells (Tm) able to respond quickly to a
second Ag encounter.

During acute infection, two subsets of CD8" effectors,
short-lived effector cells (SLECs; CD127° and KLRG—lhi),
and memory precursor effector cells (MPECs; CD127" and
KLRG-1") can be identified at the peak of the response [1-
6]. Only MPECs, which represent about 10% of the Ag-
specific population at the peak of the response, survive and

further differentiate into Tm cells [1-5]. However, a different
picture emerged in vaccination strategies using Ag-pulsed
APCs [2, 7-11] or Ag plus adjuvant [8, 12]. We and others
have shown that CD8" T-cell response to immunization with
TLR-stimulated DCs follows a different course than response
to infection [2, 7-10]. Due to low inflammation, the majority
of CD8" Te cells acquire an MPEC phenotype at the peak of
the response [2, 7-10]. These MPECs are very good effectors
endowed with the ability to produce cytokines and kill target
cells [10, 11]. Unlike the MPECs that are generated following
infection, MPECs obtained following DC vaccination will
still undergo a normal contraction phase [7, 8] and thus
only a fraction of them will become long-lived Tm cells.
Similarly, vaccination with Ag plus adjuvant generates a high
proportion of CD127" cells (MPECs) at the peak of the
response and only a fraction of them will survive as long-
lived CD8" Tm cells [8, 12]. Following vaccination with Ag
plus adjuvant, it was shown that high level of expression of
IL-6 receptor (R) « chain in combination with high level of



expression of IL-7Ra (CD127) better identifies the MPECs
that will further differentiate into Tm cells [12]. This suggests
that IL-6 signal might contribute to Tm-cell development.

Until recently, little was known about the potential of
other APCs, such as B cells, to induce a CD8" T-cell response
[11, 13-15]. We and others have shown that CD40-activated
B (CD40-B) cells can prime a functional CD8" T cell response
in vivo [11, 13-15]. We have shown that as for DC vacci-
nation, all effectors acquire a MPEC phenotype following
CD40-B-cell immunization [11]. Furthermore, these MPECs
have excellent effector functions as measured by their ability
to secrete cytokines, kill target cells in vivo and clear a bac-
terial infection [11]. Although MPECs were generated with
CD40-B-cell vaccination, Tm-cell generation was inefficient
[11]. Therefore, understanding why CD40-B cell vaccination
does not lead to the formation of functional long-lived
Tm cells is essential to define the signals that should be
provided to naive T cells by APCs to promote efficient Tm-
cell differentiation. The reported high level of expression of
IL-6Ra by prememory CD8" T cells [12] suggests that IL-6
may be one of the missing signal.

IL-6 was first identified as a B-cell proliferation and differ-
entiation factor [16]. Its high affinity receptor is composed of
the IL-6R« chain and the common gp30 chain [16]. As many
cytokines, IL-6 has pleiotropic action on different cell types
of the immune system [16]. Specifically, on CD8" T cells, IL-
6 was reported to promote the survival of naive T cells [17-
20], to enhance the proliferation of CD8" T cells following
TCR triggering [14, 20-23] and to synergize with IL-7 or IL-
15 to induce Ag-independent proliferation of CD8" T cells
[24]. IL-6 was also shown to contribute to in vivo CD8" T-cell
response. Indeed, maximal in vivo CD8" T cell proliferation
following vaccination with CD40-B cells stimulated via the B
cell receptor and TLR7 was dependent on IL-6 production by
B cells [14]. Moreover, cytotoxic CD8" T-cell differentiation
was dependent on IL-6 induction by adjuvant in vaccination
protocol [25]. Finally, the transfer of CD8" MPECs into IL-
6-deficient hosts severely impaired the generation of long-
lived CD8" Tm cells [12]. These studies suggest that IL-6 is
essential for optimal and complete in vivo response of CD8"
T cells.

The reported influences of IL-6 on CD8" T-cell response
lead us to investigate whether IL-6 signal from APCs during
priming was necessary to promote the formation of CD8" Tm
cells following APC vaccination. In this paper, we show that
CD40-B cells stimulated with LPS produce very low amount
of IL-6 when compared to DCs and that supplementation
with IL-6 during CD40-B-cell vaccination did not improve
their ability to generate CD8" Tm cells. Furthermore, vacci-
nation with IL-6-deficient DCs did not impede their ability
to promote the formation of functional CD8" effectors and
memory T cells.

2. Materials and Methods

2.1. Mice. B6.SJL and OT-I [26] mice were bred at the
Maisonneuve-Rosemont Hospital Research Center facility.

IL-6 knock-out (KO) (B6.12952-116 "™"“°?"/]) mice [27] were
purchased from The Jackson Laboratory. Mice were housed
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in a pathogen-free environment and treated in accordance
to the Canadian Council on Animal Care guidelines. Our
animal protocol (number: 2007-36) was approved by the
Maisonneuve-Rosemont Hospital Research Center Animal
Care Committee.

2.2. B-Cell and DC Cultures. For B-cell culture, lymphocytes
were isolated on a FICOLL gradient from male B6.SJL spleen
followed by a 4 days culture on irradiated fibroblasts stably
transfected with the CD40L cDNA (3T3-CD40L) to generate
CD40-B cells [28]. Bone-marrow-derived DCs were gener-
ated as previously described [8]. The day before harvesting,
lipopolysaccharide (LPS) (1 pg/mL) was added to DC and
CD40-B-cell cultures. The ovalbumin (OVA,s; 56,) peptide
(SIINFEKL) (Midwest biotech) was loaded overnight on DCs
(2 ug/mL) and B cells (4 pg/mL).

2.3. Immunization and Analysis of T-Cell Responses. Two
days after adoptive transfer of 10° OT-I T cells (CD45.2";
from female mice) into female B6.SJL mice (CD45.17),
recipients were immunized intravenously (i.v.) with 0.5 x 10°
DCs or 2 x 10° DCs (as indicated in the Figure legend) or
2 x 10° CD40-B cells from male mice to induce a CD4"
T-cell response against the male minor histocompatibility
antigen HY [29]. Some mice were injected intraperitoneally
(i.p) with 500 ng of recombinant mouse IL-6 (R&D Systems).
The presence of Te (d4 post-immunization) and Tm (d45
postimmunization) cells was evaluated in the same mouse by
sequential removal of superficial lymph nodes as described
previously [8]. Functions of Te (d4) and Tm (d60) were
analyzed as previously described with minor modifications
[8]. Splenocytes were restimulated with 2 pug/mL OVA,5,_ 54
peptide in complete RPMI 1640 for 6 h at 37°C. For the last
3h, 10 ug/mL of brefeldin A (Sigma Aldrich) was added. Te
and Tm cells were identified by flow cytometry as being CD8"
and CD45.2".

2.4. Mouse Surgery. Lymph node removal by surgery was
done as described [30]. Briefly, mice were anesthetised by
inhalation of isoflurane (2%, 1L oxygen). Before the surgery,
eye ointment was applied to avoid eye dryness and buprenor-
phine was administered subcutaneously (0.05-0.1 mg/Kg) as
an analgesic. To harvest the brachial and the inguinal lymph
nodes, a small incision (5mm) of the skin was made and
the lymph nodes were removed using forceps. The incision
was closed with one clip (Michel suture clips, 7.5 x 1.75 mm,
Harvard Apparatus).

2.5. Antibodies, Cytometry, and ELISA. Anti-CD86 (GL-1),
-TNF-a (MP6-XT22), and -Bcl-2 (3F11) antibodies were
purchased from BD Biosciences. Anti-H-2K° (AF6-88.5),
-CD45.2 (104), -CD44 (1M7), -CD8 (53-6.7), -CD19 (6D5),
-CD11c (N418), -CD80 (16-10A1), -IL-6Ra (D7715A7),
-CD43 (1B11), -CD62L (MEL-14), and -IL-2 (JES6-5H4)
antibodies were purchased from Biolegend. Anti-I-A®
(28-16-8S) was purchased from Cedarlane. Anti-CD127
(A7R34), -Eomes (Danllmag), -KLRG1 (2F1), and -
granzyme B (16G6) antibodies were purchased from
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eBioscience. Anti-Bcl-6 (7D1) antibody was purchased
from Santa Cruz Biotechnology. Anti-CXCR3 (220803)
antibody was purchased from R&D Systems. Anti-IFN-y
(XMG1.2) antibody was purchased from Life technologies.

OVA peptide loading on K" MHC was measured by staining
with the 25-D1.16 Ab [31] followed by staining with a rat
anti-mouse IgGl (A85-1) antibody from BD Biosciences.
Cell surface and intracellular stainings for cytokines were
performed as previously described [8, 32]. Bcl-6 and Eomes
intracellular stainings were performed with the FoxP3 kit
from eBioscience. For Bcl-2 staining, cells were stained for 30
minutes in 0.1% saponin (Sigma-Aldrich) and washed twice
without saponin before cell surface staining. All stainings
were analyzed on a BD FACSCanto I system.

For ELISA, B cells and DCs were cultured as described
above. Before harvesting, supernatants were collected and
ELISA was performed against IL-6 (Biolegend), according to
the manufacturer’s protocol.

2.6. Statistical Analysis. Statistical analyses for differences
between groups were performed using Mann Whitney test
(two experimental groups) or one-way ANOVA followed by
Games-Howell posttest (3 experimental groups or more).
Data are presented as mean + standard error of the mean
(SEM). All tests were two-sided and P < 0.05 was considered
statistically significant. “P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
and NS: non-significant.

3. Results and Discussion

3.1. Expression of IL-6Ra by CD8" T Cells following Vac-
cination with APCs. Our previous work has shown that
vaccination with CD40-B cells matured with LPS and loaded
with the OVA peptide leads to the formation of functional
CD8" Te cells but not Tm cells [11]. Although the CD8"
Te cells generated following CD40-B cell vaccination were

enriched for MPECs (CD127" and KLRG1"), they did not
survive the contraction phase [11]. Since high level of IL-6R«
expression was shown to better identify at the peak of the
T-cell response the MPECs that will differentiate into CD8"
Tm cells [12], we have evaluated if the MPECs generated
following CD40-B-cell vaccination express high level of IL-
6Ra. As shown in Figures 1(a) and 1(b), at the peak of the T-
cell response (day 4 in this model) most of the OVA-specific
CDS8" Te cells express high level of IL-6Ra. Furthermore, the
CD8" Te cells generated following CD40-B-cell vaccination
express similar level of IL-6R« than those obtained with
DC vaccination (Figures 1(a) and 1(b)), which efficiently
generates CD8" Tm cells. These results indicate that MPECs
generated following CD40-B cell vaccination should be able
to respond to IL-6 during the contraction phase of the
response. The fact that CD40-B-cell vaccination generates
MPECs expressing high levels of both IL-7Re (Supplemental
Figure 1 and ref [11] see Supplementary Materials available
online at doi:10.1155/2012/126189.) and IL-6R« suggests that
these MPECs should received the proper survival signals
allowing them to persist during the contraction phase and
further differentiate into Tm cells. However, our previous

work has shown that the MPECs obtained with CD40-B
cell vaccination rapidly contract during the T cell response
and do not differentiate into CD8" Tm cells [11]. This
suggests that other survival and differentiation factors might
be implicated for the differentiation of MPECs into CD8" Tm
cells.

3.2. IL-6 Supplementation Does Not Enhance CD8" Tm-Cell
Generation following CD40-B-Cell Vaccination. The reported
role of IL-6 in CD8" T-cell proliferation and differentiation
[12, 14, 20-23, 25] leads us to evaluate if CD40-B cells
were providing IL-6 during the priming of naive CD8"
T cells. IL-6 was quantified in the supernatants obtained
at the end of CD40-B-cell and DC cultures. As shown in
Figure 1(c), CD40-B cells produce around 5-fold less IL-
6 than DCs. This reduced production of IL-6 might be
responsible for the lack of CD8" Tm-cell generation with
CD40-B-cell vaccination.

To test whether the decreased IL-6 production by CD40-
B cells was responsible for their inability to induce CD8"
Tm-cell development, we injected IL-6 at the time of CD40-
B-cell immunization. The dose of IL-6 was chosen based
on previous publications where IL-6 injection had an effect
on T-cell response [33, 34]. As shown in Figure 2, the
administration of IL-6 (500ng) i.p. at the time of OT-I
naive CD8" T-cell priming by CD40-B cells did not enhance
the generation of CD8" Te and Tm cells. Furthermore, the
effectors generated with or without IL-6 supplementation
had a similar phenotype as determined by the expression of
CD44, CD127, and Bcl-2 (Supplemental Figure 1).

3.3. IL-6 Is Dispensable for the Generation of CD8" Tm Cells
following Vaccination with DCs. Since it was possible that
the amount administered and the route of injection did not
lead to a sufficient IL-6 signals in naive OT-I T cells, we
tested whether IL-6 production by DCs was necessary for
the generation of long-lived CD8" Tm cells. To do so, we
generated DCs from the bone marrow of IL-6-deficient mice.
Before using these IL-6-deficient DCs in our vaccination
protocol, we confirmed that they had a similar phenotype
than wild-type DCs following LPS maturation (Supplemental
Figure 2). Furthermore, IL-6-deficient DCs were equally
loaded with the OVA peptide as WT DCs (Supplemental
Figure 2). We then compared the OVA-specific CD8" T-
cell response following vaccination with IL-6-deficient or -
sufficent DCs. As shown in Figure 3, a similar frequency and
number (not shown) of CD8" Te and Tm cells were gen-
erated following vaccination with WT or IL-6 KO DCs.
Furthermore, the yield of CD8" Tm cells (% of Te cells that
developed into Tm cells) was similar in both groups (Figure
3(b)). These results show that IL-6 production by APCs at
the priming of naive CD8" T cells is not necessary for the
generation of CD8" Te and Tm cells. Several reports have
shown that IL-6 can enhance CD8" T-cell proliferation in
vitro [14, 20-24] and in vivo [14]. However, the use of IL-6-
deficient DCs did not reduce the number of CD8" Te cells
generated. Thus, it is possible that the basal level of IL-6
present in the host is sufficient for optimal T-cell proliferation
or that IL-6 production by DCs is not necessary for maximal
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FIGURE 1: CD40-B cell and DC immunizations generate effectors expressing similar levels of IL-6R. (a) Expression of IL-6Ra by OVA-specific
Te cells at the peak of the T cell response (day 4). 10° female OT-I T cells (CD8*CD45.2") were adoptively transferred into congenic B6.SJL
female mice (CD45.1") followed by immunization two days later with 2 x 10° LPS-matured unloaded CD40-B cells (CD40-B), LPS-matured
CD40-B cells loaded with the OVA peptide (CD40-B OVA) or LPS-matured DCs loaded with the OVA peptide (DC OVA). The representative
overlay histograms show expression of IL-6Ra by OVA-specific Te cells (CD8"CD45.2") and endogenous T cells (CD8"CD45.27). The upper
bold number indicates the mean fluorescence intensity (MFI) of OVA-specific Te cells while the lower number is for the endogenous CD8"
T cells. (b) Quantification of IL-6Ra expression by effectors. The MFI of IL-6Ra expression by effector CD8" T cells (CD8"CD45.2") was
normalized to the MFI of the recipient CD8" T cells (CD8"CD45.27). Each dot represents one mouse. (c) CD40-B cells produce less IL-6
than DCs. Supernatants from CD40-B LPS or DC LPS culture were used to measure IL-6 secretion by ELISA. Mean + SEM is shown for 3

independent experiments. P < 0.05 and """ P < 0.001.

proliferation of CD8" T cells. Moreover, IL-6 production by
CD40-B cells stimulated via the BCR and TLR7 was reported
to be necessary for the maximal expansion of Ag-specific
CD8" T cells following vaccination [14]. Thus, our results
with IL-6 KO DCs suggest that different APC types might
produce different cytokines to promote the full expansion
of CD8" T cells. However, in our hands supplementation of
IL-6 during CD40-B-cell vaccination did not increase T-cell
expansion (Figure 2). This might be explained by the use of
different stimuli (BCR + TLR7 ligand versus LPS) to mature

the CD40B cells that may lead to production of different
cytokines.

3.4. Vaccination with IL-6-Deficient DCs Generates Functional
CD8" Te and Tm Cells. Since IL-6 was shown to influ-
ence cytotoxic T-cell differentiation [25], we have carefully
evaluated the phenotype and functions of the OVA-specific
CD8" Te and Tm cells generated following vaccination with
WT or IL-6 KO DCs. As shown in Figure 4, both types of
effectors produce similar amounts of IFN-y, TNF-a, IL-2, and



BioMed Research International 5
CD40-B CD40-B OVA CD40-B OVA IL-6 DC OVA
1.83% 1.13% T 3.2%
<+
> n
1] <
a
s
-l ™ T T T T ™ L
n o~
N
: 2
A O
S
10° 0 10° 104 10°
CD8
P =0.066
R
5 v - 100
= v S = 2
g 4 SLCEEL MR g = %0
2 = = =
= 3 m 4 g 0.6 3z = 60
o s A7 = = E
=2 gl A4 = 0.4 5 3 40
+ + 1
21 AL 202 u 5 g 20
O o o = A3 0
0 . . . -
O = © o« O = 9 = < 0 = = < © <
! . > > > > >
& 3 =2 3 5 3 2 3 5 = o 5 = o
1S) m § &) o M § ) i § Q 0 § g
Q S &) /M =) o &) =) o) a o o a
o = o o < < <
< =) M < @) ] =) /M =) e
a @) iy a) 3] iy @) & @) S
S z g : z 2
@) @) @) O
(b) (c)

FIGURE 2: IL-6 supplementation does not increase the generation of CD8" memory T cells following CD40-B cell immunization. (a) CD40-B
cell vaccination with or without IL-6 co-injection generates Te cells but not Tm cells. Immunizations were performed as in Figure 1. One
group of CD40-B cell vaccinated mice received recombinant IL-6 (500 ng, i.p.). OVA-specific T cells (CD8"CD45.2") were analyzed in the
same mouse by surgical removal of superficial lymph nodes at day 4 (effector) and day 45 (memory) post-immunization. The percentage of
Te and Tm cells generated are indicated on each dot plot. (b) Percentage of CD8" Te (day 4, left panel) and Tm (day 45, rigth panel) cells in one
lymph node is shown. (c) Efficiency of CD8" Tm cell generation. Left panel shows the yield of Tm cell formation calculated as the percentage
of Te cells that develop into Tm cells while the right panel shows the percentage of mice that generates more than 5% of CD8" Tm cells for
the different immunization conditions. The results are from three independent experiments. *P < 0.05 and “*P < 0.01.

granzyme B indicating that IL-6 signals from APCs at prim-
ing are not necessary for the acquisition of effector functions.
Moreover, the OVA-specific CD8" Te cells obtained with WT
and IL-6 KO DCs express similar levels of CD44, CD127,
1B11, CD62L, CXCR3, and KLRG1 (Supplemental Figure
3). Furthermore, the OVA-specific CD8" Te cells obtained
with WT or IL-6 KO DCs have both undergone the proper
differentiation program since they express similar level of

Eomes and Bcl-6 (Figure 5), two key transcription factors
controlling the differentiation of CD8" Tm cells [35-40].
It is interesting to note that Bcl-6 expression is induced
normally in CD8" Te cells that have encountered the Ag
on IL-6 KO DCs since IL-6 signals have been shown to
influence the differentiation of follicular helper CD4" T cells
by modulating the expression level of Bcl-6 [41-43]. This
suggests that the regulation of Bcl-6 expression is different in
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FIGURE 3: Normal generation of CD8" effector and memory T cells following vaccination with IL-6-deficient DCs. (a) Vaccination with WT
or IL-6 KO DCs generates OVA-specific CD8" Te cells and Tm cells. 10° female OT-I T cells (CD8"CD45.2") were adoptively transferred
into congenic B6.SJL female mice (CD45.1") followed by immunization two days later with 0.5 x 10° WT or IL-6 KO DCs, matured with LPS
and loaded or not with OVA peptide. Te and Tm cells were identified as CD8"CD45.2" by flow cytometry. The percentage of Te and Tm cells
generated are indicated on each dot plot. (b) Quantification of CD8" T cell response. Percentage of CD8" Te (day 4, left panel) and Tm (day
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FIGURE 6: Generation of functional OVA-specific CD8" memory T cells following immunization with IL-6-deficient DCs. (a) Functionality of
OVA-specific CD8" Tm cells at day 60 post-immunization. The overlays show production of the different effector molecules by OVA-specific
T cells (CD8"CD45.2") compared to endogenous T cells (CD8"CD45.27) following immunization with WT (top) or IL-6 KO (bottom) DCs.
The percentage of cells producing the different effector molecules is indicated on each histogram. (b) Quantification of cytokine and granzyme
B production by OVA-specific CD8" Tm cells. The percentage of cytokines and granzyme B producing OVA-specific Tm cells (top) and the
amount produced (bottom) are shown at day 60 post-immunization. The MFI of cytokine and granzyme B production by CD8" Tm cells was
normalized to the MFI of the recipient CD8" T cells (MFI ratio). The results are from two independent experiments.

CD4" versus CD8" T cells or the endogenous source of IL-6 is
sufficient to promote Bcl-6 expression in CD8" Te cells. The
proper differentiation of effectors following vaccination with
IL-6 KO DCs contrasts with the results obtained by others

where IL-6 induction by adjuvant was critical for cytotoxic
T-cell differentiation [25]. One possible explanation is that
vaccination with fully matured DCs bypassed the needs for
IL-6. Altogether our results suggest that IL-6 production by
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the DCs involved in the priming of naive CD8" T cells is
dispensable for the proper differentiation of CD8" Te cells.

Although CD8" Tm cells were generated following vac-
cination with IL-6-deficient DCs, it was important to inves-
tigate if the Tm cells generated were fully functional. As
shown in Figure 6, OVA-specific CD8" Tm cells obtained
with both WT and IL-6 KO DCs were similarly functional.
They both produced similar amounts of IFN-vy, IL-2, TNF-
« and granzyme B (Figure 6). These results show that IL-6
production by APCs during priming of naive CD8" T cells is
also dispensable for the generation of fully functional CD8"
Tm cells.

Our results show that IL-6 production by DCs is dispens-
able for the generation of fully functional CD8" Tm cells.
Furthermore, they also suggest that the lack of production
of IL-6 by CD40-B cells is probably not the explanation for
their inability to induce the formation of CD8" Tm cells.
Further studies are required to understand why CD40-B-cell
vaccination does not promote the generation of CD8" Tm
cells. Possible explanations include differences in the site of
priming, the level of costimulation, the interaction time with
T cells, and the production of other soluble mediators such
as IL-12 or type I IFNs. The ability of IL-6-deficient DCs to
promote the generation of functional CD8" Tm cells indicates
that other soluble factors (IL-12 and IL-23) produced by
DCs are sufficient to induce the generation of CD8" Tm
cells. Indeed, it was shown by others that vaccination with
IL-12 and IL-23 deficient DCs abrogated CD8" Tm-cell
development [44]. It is also possible that IL-6 plays a role
during CD8" Tm-cell differentiation but that it does not have
to be produced by the APCs involved in the T cell priming.

In conclusion, we show that the inability of CD40-B-
cell vaccination to induce the formation of CD8" Tm cells
is not due to their reduced production of IL-6. Similarly,
vaccination with IL-6-deficient DCs did not impede their
ability to promote the formation of functional CD8" Tm cells.
Thus, IL-6 production by the APCs involved in the priming of
naive CD8" T cells is dispensable for the formation of CD8"
Tm cells. Furthermore, our results also highlight the various
role of IL-6 in different immunization protocol. Vaccination
with DC does not rely on IL-6 for the full expansion and
differentiation of CD8" Te cells while IL-6 is necessary when
adjuvant is used.

Abbreviations Used in This Paper

Ag: Antigen
APC: Antigen-presenting cell
CD40-B cell: CD40-activated B cell

DC: Dendritic cell

IFN: Interferon

IL: Interleukin

KO: Knock-out

MPEC: Memory precursor effector cell
NS: Non-significant

OVA: Ovalbumin

R: Receptor

SEM: Standard error of the mean

SLEC: Short lived effector cell
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Te cell: Effector T cell
Tm cell: Memory T cell

TNF:  Tumor necrosis factor
WT:  Wild-type.
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Figure S1. Phenotype of the CD8" Te cells generated after CD40-B cell immunization
with or without IL-6 supplementation. Phenotype of effectors at d4 post-immunization with
CDA40-B cells with or without IL-6 (500 ng, i.p.). The representative overlay histogram shows
expression of CD44, CD127 and Bcl-2 by endogenous T cells (CD8'CD45.2) and OVA-
specific Te cells (CD8'CD45.2"). The MFI is shown on each overlays, the upper bold number
indicates the MFI of OV A-specific effectors while the lower number is for the endogenous

population. The results shown are representative of 3 independent experiments.
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Figure S2. Phenotype of WT and IL-6 KO DCs. Percentage of CD11c" cells or MFI are
indicated on each histogram. H-2K®, I-A®, CD86, CD80 and H2K"-OVA profiles are gated on
CDI1c" cells. The MFI is shown on each overlay, the upper bold number indicates the MFI of
the LPS-matured DCs and the lower number is for unmatured DC. The results shown are

representative of two independent experiments.
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Figure S3. Phenotype of the CD8" Te cells generated following immunization with IL-6
sufficient and deficient DCs. Phenotype of effectors at day 4 post-immunization with WT or
IL-6 KO DCs. The representative overlay histogram shows expression of CD44, CDI127,
1B11, CD62L, CXCR3 and KLRG1 by endogenous T cells (CD8 CD45.2°) and OV A-specific

Te cells (CD8'CD45.2") at day 4 post-immunization. The results shown are representative of

2 independent experiments.
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Annexe 5: L’activation des LT CD8" par les CD et les

CD40-B in vitro induit I’expression de différents genes

OT-1 activés par les OT-1 activés par les
CD40-B LPS OVA CDLPS OVA

Quelques voies difféeremment régulées:
Signal de costimulation (CD28, CD27, OX40, 4-1BB)
V Signal RCT
Slignal des récepteurs de L'IFN, du TNF et de I'lL-6

L’activation des LT CD8" par les CD et les CD40-B in vitro induit I’expression de
différents génes. Des LT CDS8" OT-1 ont été activés durant 24h in vitro avec des CD40-B
LPS OVA ou des CD LPS OVA (ratio 5:1). Les LT OT-1 ont été triés, leurs ARN extraits,
transcrits en ADNc puis hybridés a une puce Illumina mouse-ref8-v2.0. Un résumé des
résultats de I’hybridation sur puce est présenté.
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Annexe 6 : La signalisation Notch est requise pour
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I’augmentation de I’expression de CD25 chez les LTe CD8
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La signalisation Notch est requise pour I’augmentation de 1’expression de CD25 chez les LTe
CDS8+. Des souris B6SIL (CD45.1%) ont été transférées mice avec 10 LT OT-1 (CD45.2")
exprimant les récepteurs Notch (fl/fl) ou non (A/A). Ensuite, les souris transférées ont été
immunisées avec Lm-OVA (A) ou immunisées avec des CD-OVA (B). L’expression de CD25
sur les LT OT-1 a été déterminée 5 jours post-infection (A) ou 4 jours post-vaccination (B).
Des histogrammes représentatifs montrent 1’expression de CD25 sur les LT OT-1 exprimant
les récepteurs Notch (fl/fl) ou les LT OT-1 n’exprimant pas les récepteurs Notch (A/A)
(CD8'CD45.2"). Le pourcentage de LT OT-1 CD25" et leur MFI sont montrés sur chacun des
histogrammes. Les graphiques montrent les compilations du pourcentage de LT OT-1 CD25"
et de leur MFI pour chacune des souris analysées. Les données sont représentatives d’une

expérience avec 3-4 souris par groupe. Statistiques : T-test. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Annexe 7 : Production similaire de TNF-o par les LTe suite

a Pinfection avec Listeria ou ’immunisation avec les CD
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Production similaire de TNF-o par les LTe suite a D’infection avec Listeria ou
I’Immunisation avec les CD. Les souris exprimant les récepteurs Notch Notch (fl/fl) ou non
(A/A) ont été infectées avec Lm-OVA (A) ou immunisées avec les CD (B). La production de
TNF-o a été mesurées 7 jours post-infection ou immunisation suivant une restimulation in
vitro des splénocytes avec le peptide OVA. Les graphiques montrent les pourcentages
(panneau de gauche) et les MFI (panneau de droite) des LTe produisant du TNF-o
(CD8+CD44hiTNF-OL+). Les données sont représentatives de 3 expériences indépendantes avec

>?2 souris par groupe.
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Annexe 8 : L’expression des récepteurs Notch est requise
pour une expression élevée de Bcl-2 chez les LTm suite a

une immunisation avec les CD
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L’expression des récepteurs Notch est requise pour une expression élevée de Bcl-2 chez
les LTm suite 2 une immunisation avec les CD. Des souris exprimant les récepteurs Notch
(fl/fl) ou non (A/A) ont ét¢ immunisées avec des CD-OVA. L’expression de Bcl-2 a été
mesurée chez les LTm au jour 245 post-immunisation. (A) Les histogrammes representatives
montrent I’expression de Bcl-2 par les LTm (CD8 TetOVA'CD44%") et les LTn
(CD8'CD44™") . Sur chaque histogramme les MFI de Bcl-2 sont indiqués pour les LTm
(nombre supérieur noir) et le LTn (nombre inférieur gris). (B) Le graphique montre la
compilation de la MFI de Bcl-2 par les LTm normalisée par rapport a la MFI des LTn (MFI
relative = MFI LTm/MFI LTn) pour chacune des souris analysées. Les données sont

representatives de 4 expériences avec 1-5 souris par groupe. Statistiques: T-Test. *** p<0.001.
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