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RÉSUMÉ

Les cytokines sont des molécules importantes dans le développement, la survie et

l’activation des cellules composant le système immunitaire. Les cytokines de type I

de la famille Yc (interleukine-2 (IL-2), IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et la récente 1L21)

orchestrent le développement, la différenciation et la survie des lymphocytes T.
Compte tenu que le récepteur à l’IL-21 (IL-21R) est exprimé de façon constitutive

par les cellules T, que l’IL-21 est constitutivement produite dans les organes

lymphoïdes et permet la survie des cellules T, nous croyons qu’elle participe

activement dans l’homéostasie des lymphocytes T in vivo. Min de vérifier cette

hypothèse, nous avons créé un modèle de souris transgénique (Tg) surexprimant l’IL

21. De façon surprenante, les souris Tg ont une espérance de vie très limitée. En effet,

70% d’entre elles meurent au courant des trois semaines suivant la naissance (groupe

1) alors que les autres ont une survie maximale de 5 mois (groupe 2). Les souris IL-
21 Tg appartenant au groupe 1 présentent un développement hématopoïétique altéré

caractérisé par une surreprésentation de cellules myéloïdes larges et immatures au

détriment des lignées lymphoïde et érythroïde. Nous avons déterminé que l’IL-21R

était exprimé par les progéniteurs communs lymphoïdes, ce qui suggère que l’IL-2 1

changerait le programme de différenciation des précurseurs lymphoïdes vers celui des

progéniteurs myéloïdes. Nous avons observé aussi le défaut hématologique chez les

souris Tg du groupe 2, mais celles-ci affichent en plus une accumulation de

lymphocytes T mémoires fonctionnels. Nous avons démontré que l’IL-21 induisait la
survie des lymphocytes T CD$ mémoires in vitro. En conclusion, ces résultats
révèlent une fonction inattendue de l’IL-21 dans la régulation de l’hématopoïèse ainsi

que dans la génération et/ou la survie des lymphocytes T mémoires.

Mots clés : interleukine-21, cytoldne, récepteur de cytokine, lymphocyte T mémoire,
homéostasie, survie, hématopoïèse, progéniteurs, lignée de différenciation
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ABSTRACT

Cytokines are important molecules required in the development, survival and

activation of celis that are part of the immune and hematopoietic system. Yc cytokines

(interleukin-2 (IL-2), IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 and the newly discovered IL-21)

belonging to the type I family orchestrate T lymphocyte development, differentiation

and survival. Since the IL-21 receptor (IL-21R) is constitutively expressed by T celis,
and that IL-21 is constitutively produced by lymphoid organs and induces T

lymphocyte survival, we propose that IL-21 participates actively in T lymphocyte

homeostasis in vivo. In order to verify this hypothesis, we created a transgenic (Tg)
mouse model over-expressing IL-21. Surprisingly, 1g mice have a decreased
survival. Indeed, 70% of them die over the three weeks following birth (group 1)
while the others have a maximum life expectancy of 5 months (group 2). Group 1 IL-

21 1g mice show an altered hematopoietic development caracterized by an over

representation of large and immature myeloid celis at the expense of the lymphoid

and erythroid lineages. We demonstrated that IL-21R was expressed by common

lymphoid progenitors, which suggests that IL-21 may change lymphoid precursor

lineage commitment towards myeloid differentiation. We also see this hematological

defect in group 2 Tg mice in addition to a functional memory T ceil accumulation.

We demonstrated that IL-21 could induce CD8 memory T lymphocyte survival in

vitro. Finally, these results uncover an unexpected function of IL-21 in hematopoiesis

regulation as well as memory T ceil generation and/or survival.

Keywords: interleuldn-21, cytokine, cytokine receptor, memory T lymphocyte,

homeostasis, survival, hematopoiesis, progenitors, differentiation lineage
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1.1 INTRODUCTION

Le système immunitaire permet à un organisme vertébré de se défendre contre

des pathogènes de différentes natures (virus, bactéries, parasites, champignons) par

deux types de réponse : la réponse innée et la réponse acquise. Ces deux sortes

d’immunité sont dépendantes de plusieurs types cellulaires et de molécules sécrétées

par ceux-ci, les cytokines. La réponse innée est la première ligne de défense qui entre

en jeu lors d’une infection, grâce à l’action des macrophages/monocytes, des cellules

« natural killer» (NK) et des granulocytes (neutrophiles, éosinophiles, basophiles)

qui n’ont pas de spécificité propre au type d’organisme infectieux. Cette immunité

naturelle requière la présence de cytokines importantes dans le recrutement et

l’activation d’autres cellules immunitaires possédant les récepteurs correspondants.

Ces dernières, dont les interleukines (IL)- 1, IL-6, IL-12, TNf-Œ et les interférons

(IfN)-Œ et -f3 sont produites selon le type d’organisme à combattre. Dans le cas où

cette réponse n’est pas suffisante pour éliminer le pathogène, il y aura recrutement et

activation des cellules de l’immunité acquise. Cette réponse dépend des lymphocytes

T et B, et seuls certains lymphocytes, qui reconnaîtront le pathogène de façon unique,

seront amenés à proliférer et à se différencier afin de répondre à l’envahisseur. Une

fois de plus, une panoplie de cytokines permet la prolifération, l’activation et la

différenciation des lymphocytes T et B. Les lymphocytes T CD4 de type T helper

(TH)1 (inflammatoires) ainsi que les CDW1 cytotoxiques (CTL) permettront

l’élimination de l’agent infectieux de façon plus directe. Les premières activeront les

macrophages à fusionner leurs lysosomes avec leurs phagosomes, via la signalisation

par l’WN-y, alors que les deuxièmes provoqueront la cytolyse des cellules infectées

(pathogènes intracellulaires). Les lymphocytes CD4 TH2 (auxiliaires) entraîneront

l’activation des lymphocytes B (par la sécrétion d’IL-4). Ces derniers seront alors à

même de sécréter des anticorps (ou immunoglobulines (1g)) de différentes catégories

permettant d’effectuer une réponse humorale efficace, i.e. enrayer les pathogènes

présents dans le sérum (extracellulaires), suite à l’activation de la cascade du

complément.
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La beauté du système immunitaire réside dans le développement de

différentes lignées immunes ayant chacune leurs fonctions spécifiques. Cependant,

ces cellules sont toutes issues de processus de différenciation ayant permis à des

cellules plus immatures de donner vie à la diversité des cellules présentes dans le

sang. Ces cellules progénitrices sont retrouvées dans la moelle osseuse (MO) chez les

mammifères et permettent, via différents stades de différenciation, de produire des

cellules de plus en plus engagées dans une lignée spécifique. Cet engagement

requière la présence de récepteurs spécifiques à certaines cytoldnes qui activeront une

cascade intracellulaire. Celle-ci induira l’activation de facteurs de transcription

nécessaires à la différenciation suivant une lignée spécifique. Cette suite

d’événements réduit par le fait même leur potentiel de donner naissance à des

précurseurs appartenant à une autre lignée cellulaire. Ce processus est

l’hématopoïèse, qui permettra la naissance des progéniteurs de la lignée lymphoYde

(lymphocytes B et T) ainsi que ceux des granulocytes, macrophages, mégakaryocytes

(Mk) et érythrocytes. Toutes les étapes de développement de ces derniers ainsi que

des lymphocytes B s’effectuent dans la MO alors que les précurseurs T émigreront

vers le thymus où ils poursuivront leur maturation.

Le mémoire présenté ici permettra une revue de la réponse immunitaire

effectuée par les lymphocytes T ainsi que de l’hématopoïèse comme processus

permettant le développement de toutes les cellules du sang. Il y sera question de

l’importance des cytokines dans l’homéostasie et les fonctions des lymphocytes T, en

plus de leur rôle dans la différenciation des précurseurs hématopoYétiques. De plus,

une place primordiale sera accordée à l’interleukine-21 et à son récepteur, sujets

principaux de cette étude.
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1.2 LES CYTOMNES

Les cytokines sont des molécules solubles ayant divers effets sur plusieurs

types de cellules et tissus. Leurs rôles sont aussi variés, que ce soit la régulation des

activités fonctionnelles ou la communication entre les cellules, la promotion de la

survie, de la mort cellulaire ou la chémotaxie (chémokines). L’activité des cytokines

s’effectue par la liaison à leur récepteur, présent à la surface cellulaire d’un nombre

restreint ou répandu de cellules, puis à la transmission de signaux intracellulaires

générant une réponse. La nomenclature des cytokines change selon que ces dernières

soient classées par les cellules les produisant (interleukines (IL), lympholdnes,

monokines, interférons) ou par leur structure secondaire et tertiaire (cytokines à

chaîne longue ou courte). En général, les cytokines sont classées en deux familles,

soient les cytokines de classe I (famille de l’hématopoïétine) et de classe II (famille

IFN/IL-1O). Les cytokines de classe I se divisent en familles selon leur utilisation

d’une chaîne commune présente dans leurs récepteurs respectifs (Tableau I). Cette

classe de cytokines sera l’objet principal de ce mémoire, plus spécifiquement la

famille Yc, dont les membres sont d’une importance particulière dans l’orchestration

de la réponse immunitaire par les lymphocytes T ainsi que dans la régulation de leur

homéostasie.

TABLEAU L EXEMPLES DE CYTOKINES DE CLASSE I
Famille IL-2Ry Famille IL-3R Famille IL-6R Famille à chaîne unique

(famille Yc1)

IL-2 IL-3 IL-6 Érythropoïétine
IL-4 IL-5 IL-11 Hormone de croissance
IL-7 GM-CSF1 IL-12A Prolactine
IL-9 G-CSF IL-123

IL-13 IL-23
IL-15 Oncostatin M
IL-2 1 LIf’
TSLP1 Leptine

1
Yc chaîne commune gamma; TSLP: lymphopoïétine stromale thymique; GM-CSF: facteur de

stimulation de colonies de granulocytes-macrophages; LIF: facteur inhibiteur de leucémie
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1.2.1 Cytokines de classe I et leur récepteur

Les récepteurs de cytokines peuvent être catégorisés en deux classes selon des

motifs structuraux conservés présents dans leur domaine extracellulaire, plus

particulièrement le nombre et la distance séparant des résidus cystéine et proline 1,2

Les récepteurs appartenant à la classe I possèdent 4 résidus cystéines dans la portion

N-terminale, un motif WSxWS (selon la nomenclature en acides aminés (a.a.)) en C

terminal et sept feuillets 3 . De plus, leurs ligands partagent une structure

tridimensionnelle semblable comprenant quatre hélices a ainsi qu’une topologie haut-

haut-bas-bas 6 Comme mentionné précédemment, les cytokines/récepteurs de classe I

sont à nouveau divisés en familles selon la chaîne commune utilisée par le récepteur

(Tableau I). L’accent sera mis sur les cytokines de la famille Yc qui sont d’une

importance particulière dans le développement, l’homéostasie et les réponses

immunitaires engendrés par les lymphocytes T 7,8•

1.2.1.1 Cytokines de la famille Yc

La chaîne y commune (yc) est partagée par les récepteurs pour les cytokines

IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15, IL-21 et TSLP (Tableau I) 9,1O De plus, les

récepteurs à l’IL-2 et l’IL-15 ont aussi en commun la chaîne IL-2Rf3 qui permet la

transmission de signaux La preuve de l’importance des cytokines Yc réside dans le

phénotype observé chez des patients atteints d’une mutation dans le gène Yc résultant

en une immunodéficience combinée sévère reliée au chromosome X (XSCID) 12 Les

patients présentant cette maladie ont un développement très diminué des lymphocytes

T et les NK, des cellules appartenant à l’immunité innée, sont absentes. Le nombre de

cellules B est normal, quoique ceux-ci ne soient pas fonctionnels, provoquant une

hypogammaglobulinémie 1346 Le phénotype observé résulte soit de l’absence de

liaison entre les cytokines de la famille y et leur récepteur ou par une déficience dans

la transmission des signaux via le récepteur s’il y a liaison. La panoplie d’effets

résultant du manque de la chaîne y démontre que chacune des cytokines a un rôle

important dans le développement, la fonctionnalité et l’homéostasie des cellules
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immunitaires, particulièrement au niveau des lymphocytes T 17• De plus, la correction

du phénotype des patients SCID par transfert de moelle osseuse révèle à quel point la

signalisation intracellulaire via la chaîne ‘(e chez les récepteurs de cytokines utilisant

cette chaîne est importante dans le développement d’un système immunitaire

compétent.

1.2.2 Signalisation des cytokines ‘(e

Lors de la liaison d’une cytokine de la famille Yc à son récepteur, il y a

transduction de signaux intracellulaires via la queue cytoplasmique de ce dernier. En

effet, des motifs conservés comme boxi et box 2 présents dans la queue sont

impliqués dans la transduction de signaux . Lors de l’oligomérisation du récepteur,

il y a activation de la cascade JakJSTAT (Janus tyrosine kinase/signaÏ de transduction

et d’activation de la transcription) 19 Cette voie permet la survie, le développement,

la prolifération et la différenciation des cellules cibles. Cette signalisation est donc

décrite en détails dans a section qui suit.

1.2.2.1 Voie de signalisation Jak/STAT

La voie de Jak/STAT est impliquée dans la transduction de signaux provenant

des récepteurs de cytokines de la famille y 20 Contrairement aux récepteurs

d’hormone de croissance, les récepteurs des cytokines n’ont pas d’activité catalytique

intrinsèque (tyrosine ou sérine/thréonine kinase). Afin de pallier à ce manque, ces

derniers sont associés avec une classe de kinases: les Jak. Ceux-ci sont au nombre de

quatre: Jakl, Jak2, Jak3 et Tyk2. Les Jaki, Jak2 et Tyk2 sont exprimés de façon

ubiquitaire alors que Jak3 est présent seulement chez les cellules hématopoïétiques
21,22 Lorsqu’une cytokine se lie à son récepteur, l’oligomérisation de ce dernier active

par auto- ou trans-phophorylation la tyrosine kinase Jak qui lui est associée 20

Cependant, différentes cytokines vont activer différents Jak (Tableau II). Par

exemple, les cytokines appartenant à la famille y vont activer principalement Jak3,

associé à la chaîne y, ainsi que Jakl, présent sur la chaîne spécifique du récepteur
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23,24 Il est intéressant de noter que des patients Jak3 présentent un phénotype SCID

clinique semblable à celui observé chez ceux ayant une mutation dans le gène de la

chaîne 25 Les Jak activés vont alors phosphoryler certains résidus tyrosine du

récepteur, résidus étant reconnu par les domaines SH2 contenus dans plusieurs types

de molécules de signalisation. En effet, ces sites d’ancrage permettent l’entrée en jeu

des STAT 20,26

TABLEAU IL JAK/STAT ACTIVÉS PAR LES CYTOKINES 1c
Cytokine y, Jak STAT

IL-2 Jaki, Jak2, Jak3 STAT5a, STAT5b, STAT3

IL-4 Jaki, Jak3 STAT6

IL-7 Jaki, Jak3 STAT5a, STAT5b, STAT3
IL-15 Jakl, Jak3 STAT5a, STAT5b, STAT3

Adapté à partir de 20

La famille STAT contient des facteurs de transcription et compte sept

membres: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b et STAT6 26,27 Suite

à leur ancrage par leur domaine SH2 à la queue cytoplasmique du récepteur sur le

résidu tyrosine phosphorylé, les STAT deviennent eux-mêmes activés par

phosphorylation. Ils se détachent alors du récepteur, vont former un dimère avec un

autre STAT et peuvent transioquer au noyau afin d’activer la transcription de leurs

gènes cibles. Les cytokines de la famille sont reconnues pour recruter

principalement STAT5a!b et STAT3, sauf l’IL-4 qui active STAT6 (Tableau II).

Cette cascade a été décrite ici pour les cytokines y, mais ne s’y limite pas car

d’autres types de cytokines de type I utilisent aussi cette voie : le récepteur du GM

CSF utilise Jak2 et STAT5a!b, ceux de l’érythropoïétine et des hormones de

croissance recrutent Jak2, STAT5a/b et STAT3 (hormone de croissance seulement)
27 La signalisation via la voie Jak/STAT permet donc aux cytokines d’induire la

survie, la prolifération ou le développement de leurs cellules cibles, processus

importants dans les réponses immunitaires.
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1.3 RÉPONSE DES LYMPHOCYTES T

La réponse des cellules T inclut la reconnaissance d’un antigène (Ag) perçu

comme étant étranger au soi. Ce processus induit la prolifération et la différenciation

en cellules T effectrices (TE) qui possèdent un arsenal de fonctions leur permettant

d’éliminer le pathogène. Suite à cela, la très grande majorité des lymphocytes T

effecteurs mourront par apoptose 28, alors que le restant de la population se

différenciera en lymphocytes T mémoires (TM) 29 Les cellules TM ont la capacité de

survivre à long terme et surtout, advenant une seconde infection par le même

pathogène, de répondre de façon beaucoup plus rapide et efficace 30• Ces différentes

étapes seront détaillées afin de bien comprendre les conséquences possibles advenant

un défaut dans la génération, la survie, l’activation ou la différenciation des

lymphocytes T.

1.3.1 Développement des lymphocytes T et de leur diversité

Le développement des lymphocytes T s’effectue dans le thymus où les

progéniteurs T provenant de la MO passeront divers stades de maturation et de

sélection. Suite à ce processus, les lymphocytes T matures présentant un répertoire de

récepteurs varié seront moins enclins à réagir contre des Ag du soi, i.e. à causer de

l’auto-immunité. Ces cellules T matures pourront ensuite émigrer en périphérie afin

de surveiller l’organisme en attente d’une rencontre avec un Ag pour lequel elles sont

spécifiques.

Le thymus est l’organe où les lymphocytes T se développent et acquièrent la

possibilité d’exprimer un récepteur des cellules T (RCT). Celui-ci est composé de

deux chaînes, a et 3, qui contiennent chacune des régions constantes et variables. Les

loci des chaînes u et j3 sont multigéniques et contiennent une grande diversité de

segments correspondants aux régions variables (V, D et J pour la chaîne I, V et J

pour la chaîne u) ainsi qu’un ou plusieurs segments géniques codant pour la région

constante C. Le réarrangement de chacune de ces chaînes est possible grâce à l’action
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de deux recombinases, RAG1 et RAG2, qui permettent la mise bout à bout d’une

copie de chacun des segments V, (D), J de façon aléatoire. De plus, l’action d’autres

enzymes provoque l’ajout au hasard de nucléotides aux extrémités à joindre avant

l’assemblage des segments entre eux. Ceci augmente d’autant plus la diversité des

chaînes et et t3 qui, lors de leur réunion, permettront d’augmenter le nombre de RCT

de spécificité différente à 1O’
31

Le RCT est une protéine membranaire, mais ne possède pas de queue

cytoplasmique suffisamment longue pour initier une signalisation lors d’une

stimulation RCT-dépendante. U est donc associé à un complexe, le CD3, composé de

quatre chaînes (y, Ç, , i) permettant une signalisation intracellulaire. Celles-ci sont

groupées en trois dimères dont les longues queues cytoplasmiques contiennent un

motif commun ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Cette

séquence, présente en trois copies sur les chaînes Ç et en une copie sur les autres

chaînes, devient phosphorylée lors de l’activation du lymphocyte T par son RCT,

induisant une signalisation intracellulaire 32

1.3.2 Reconnaissance de l’antigène par les lymphocytes T

Un lymphocyte T naïf est une cellule qui n’a jamais rencontré un Ag pour

lequel son RCT est spécifique. Il patrouille l’organisme dans l’attente d’une rencontre

avec un pathogène dans les divers organes lymphoïdes. Ce processus est possible

grâce à l’expression de la L-sélectine CD62L et du récepteur de chémokine CCR7 sur

les lymphocytes T naïfs, laissez-passer pour l’entrée dans les organes lymphoïdes

La reconnaissance antigénique s’effectue dans ces sites où les cellules

dendritiques (DC), des cellules présentatrices d’antigènes professionnelles (CPA)

provenant de la périphérie, se trouvent. Les DC ayant migré de foyers où se trouve

l’infection présentent des fragments peptidiques d’Ag. Ces derniers seront couplés à
des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) du soi, de classe I ou
II. Le lymphocyte T naïf spécifique reconnaît grâce à son RCT le complexe CMH du

soi chargé d’un peptide antigénique. Le CMH de classe I, présent sur la presque
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totalité des cellules de l’organisme, présentera un peptide dérivé de protéines

cytosoliques endogènes, qu’elles soient de nature étrangère ou du soi. Au contraire, le

CMH de classe II, exprimé par les CPA comme les lymphocytes B, les macrophages

ou les DC, sera couplé à un peptide provenant de vésicules intracellulaires (Ag

externe). Tout dépendant de la nature du lymphocyte T en question (CD4 ou CD$),

le contact RCT-complexe peptide/CMH s’accomplira via le CMH de classe I, pour

les cellules T CD8, ou par le CMH de classe II, pour les lymphocytes T CD4 35,36•

1.3.3 Prolifération clonale des lymphocytes T

Suite à la reconnaissance d’un Ag par un lymphocytes T naïf ce dernier sera
amené à proliférer afin d’augmenter le nombre de cellules T spécifiques à l’Ag et à se

différencier en lymphocytes T effecteurs (TE). Cependant, un signal d’activation via

le RCT n’est pas suffisant afin d’initier ces deux processus. Un second signal, un co

stimulateur, est requis de la part des CPA afin d’activer les lymphocytes T naïfs et

provient des molécules CD8O et CD$6 (B7.1 et B7.2) qui lient le CD28 présent sur la

cellule T ‘. La présence des deux signaux, l’un par le RCT, le second via le CD28,

induit l’activation des lymphocytes T et leur prolifération, augmentant de 1000 fois le

nombre de cellules T spécifiques à l’Ag 38,39 Dépendamment de l’environnement

dans lequel la reconnaissance antigénique s’effectue (en termes de cytokines), les

cellules T CD4 présenteront un phénotype ‘H’ (inflammatoire) ou TH2 (auxiliaire)

selon qu’il y a abondance d’IL-12 ou d’IL-4, respectivement Les lymphocytes T

CD$ deviendront cytotoxiques, fonctions comprenant la sécrétion de perforine, de

granzyme ou la ligation du récepteur de mort cellulaire Fas 41 Ces différents types de

lymphocytes T effecteurs permettent donc l’élimination de l’agent infectieux. Dans le

cas où la maturation d’une CPA n’est pas complète, celle-ci sera dans l’incapacité de

fournir le second signal de co-stimulation aux lymphocytes T naïfs. L’absence de ce

signal résulte en l’anergie du lymphocyte T.
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1.3.4 Contraction et formation de la mémoire immunologique

Deux modèles expliquant la formation de la mémoire immunologique ont été

élaborés. Le premier propose que les lymphocytes T naïfs, après leur activation, vont

s’engagér dans deux voies distinctes de différenciation. La première voie amène la

production de lymphocytes TE alors que la deuxième induit la formation de

lymphocytes T mémoires (TM)
42,43 Le second modèle suggère une différenciation

linéaire, où les lymphocytes T naïfs activés deviennent TE. puis une partie d’entre eux

deviennent TM Ce modèle démontre les évidences les plus convaincantes et nous

adhérons à ce dernier pour expliquer la formation de la mémoire immunologique.

Suite à l’élimination du pathogène, la majeure partie (90%) des lymphocytes

TE ayant passé par la phase d’expansion meurt par apoptose induite par la liaison de

leur récepteur fas 39,50 Cette phase de contraction est importante puisque l’organisme

ne requière plus la présence d’un aussi grand nombre de cellules TE. De plus, celles-ci

pourraient s’avérer néfastes puisqu’elles produisent des cytokines inflammatoires. De

même, elles sont des compétitrices pour les autres lymphocytes T en ce qui a trait aux

ressources disponibles (cytokines, espace). La population restante (10%) se

différenciera en lymphocytes TM afin d’assurer une protection à long terme contre

une éventuelle réinfection par le même pathogène.

1.3.5 Caractéristiques des lymphocytes T mémoires

1.3.5.1 Auto-renouvellement et sensibilité à 1’ Ag

Les cellules TM confèrent une immunité protectrice dans le cas où un même

pathogène infecterait l’organisme. Elles répondent beaucoup plus rapidement à l’Ag

et présentent donc une expansion en quelques heures seulement 51,52 De plus, elles

réagissent à des concentrations moins élevées d’Ag que leurs consoeurs naïves,

impliquant qu’elles sont plus sensibles Le nombre de cellules TM spécifiques à un

Ag donné est aussi plus élevé que chez les naïves Contrairement aux
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lymphocytes T naïfs, les cellules TM ont un taux basal d’auto-renouvellement plus

rapide, augmentant leur longévité, qui ne requière pas la présence d’Ag 56-58rn LeS

lymphocytes T mémoires peuvent donc survivre pendant plusieurs années.

1.3.5.2 Phénotype des lymphocytes T mémoires

Plusieurs marqueurs permettent de différencier les cellules T naïves des

mémoires. D’abord, les cellules ‘M expriment fortement le CD44 (que nous

appellerons CD44”), alors que les lymphocytes T naïfs sont négatifs pour cette

molécule (CD44’°). Les différents isoformes de CD45R (A, B et O chez l’humain, B

chez la souris) identifient les cellules T naïves ou mémoires selon leur expression

différentielle sur ces groupes 590 En effet, les cellules CD4 ‘M de la souris

diminuent l’expression de CD45RB alors que celle-ci est très intense sur les

lymphocytes T naïfs 61

Enfin, les lymphocytes T CD8 mémoires sont identifiables grâce à deux

marqueurs stables le Ly6C et l’IL-2Rf3 (CD122). Les rôles in vivo de Ly6C ne sont

pas connus, quoique des résultats in vitro démontrent que ce dernier semble être un

accessoire dans la fonction cytolytique des cellules T CD8 62 De plus, l’expression

de Ly6C est en corrélation avec la production d’IfN-y par les CD8 TM
63 L’IL-2Rf3

est une composante qui est partagée entre les récepteurs pour l’IL-2 et l’IL-l5 64•

Compte tenu que l’IL-l5 est connue pour induire la survie des lymphocytes CD$

TM, ce marqueur doit avoir une signification importante.

1.3.5.3 Sous-types de lymphocytes T mémoires

Les cellules T mémoires peuvent être divisées en deux sous-groupes selon

leur localisation et les cytokines qu’elles produisent. En effet, l’expression de

certaines molécules de surface permet à l’un des sous-groupes de patrouiller les tissus

non-lymphoïdes et les muqueuses, donc de se présenter au site même d’une infection.

Ceci permet l’initiation d’une réponse immunitaire rapide précédant l’émigration des
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DC vers les organes lymphoïdes secondaires afin d’activer des lymphocytes T naïfs.
Les sous-groupes se distinguent par l’expression de CCR7, un récepteur pour les
chémokines CCL19 et CCL21, et par le CD62L. Les cellules TM centrales (TMc)
expriment le CCR7 ainsi que le CD62L et se localisent principalement dans les

ganglions lymphatiques. Elles produisent peu d’IfN-y et d’IL-4 et ne contiennent pas

de perforine. Leur présence dans les ganglions leur permet de se diviser rapidement et
de migrer aux sites d’infection advenant l’entrée d’un pathogène. Les lymphocytes

TM effecteurs (TME) quant à eux sont négatifs pour CCR7 et CD62L, sont retrouvés

dans les sites tertiaires (tissus périphériques) et contiennent de l’IFN-y et de la

perforine 65-67 Ces cellules sont prêtes à réagir sur le champ lors d’une ré-infection.
Ces deux types de cellules T mémoires sont donc des gardiens de notre système
immunitaire et constamment sur le qui-vive afin de répondre rapidement à une
invasion par l’ennemi.

1.4 HOMÉOSTASIE DES LYMPHOCYTES T

L’homéostasie est définie comme étant les différents types de réponses

utilisées par les lymphocytes T afin de restaurer l’équilibre entre leurs diverses

populations, celles-ci occupant chacune une niche spécifique 68 L’homéostasie des

lymphocytes T met en jeu une balance entre le nombre de cellules T naïves,

effectrices (si une réponse immunitaire a été générée) et mémoires. De plus, les

mécanismes homéostatiques doivent tenir compte de l’export de nouveaux

lymphocytes T provenant du thymus, tout ceci dans un espace où les ressources sont

limitées. Dans un organisme à l’état stable, l’homéostasie des lymphocytes T

implique la co-existence de cellules T naïves et mémoires, qui sont régulées de façon

indépendante puisqu’appartenant à deux niches différentes 69 L’homéostasie des

lymphocytes T nécessite donc un équilibre adéquat entre leur développement, leur

mort et leur prolifération 70, mécanisme très complexe régulé par une panoplie de
molécules, dont les cytokines.
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1.4.1 Prolifération homéostatique

L’un des mécanismes homéostatiques le plus drastique dans l’occupation de

l’espace alloué aux lymphocytes T est sans contredit la prolifération homéostatique.

Ce processus est observé lorsque le nombre de cellules T est réduit sous un certain

seuil, provoquant la prolifération des lymphocytes T résiduels aussi bien naïfs que

mémoires. En effet, le transfert de lymphocytes T naïfs ou mémoires dans un hôte

irradié, donc lymphopénique, amène ces derniers à proliférer même si l’Ag pour

lequel leur RCT est spécifique est absent 71,72• Ceci est possible car l’expansion est

régie par les complexes peptide du soi : CMH du soi ayant servi à la maturation des

cellules T lors de leur développement dans le thymus. De plus, les cytokines IL-7 et

IL-15 participent à ce processus chez les lymphocytes T CD$ leurs consoeurs

CD4 requièrent l’IL-7 75,76 Il semblerait que les cellules T CD$ prolifèrent plus

rapidement que les CD4 et puissent participer à cette expansion en dehors des

organes lymphoïdes secondaires 72,77,78 Les lymphocytes T CD$, contrairement aux

CD4, n’ont pas besoin de CPA professionnelles pour leur prolifération

homéostatique D’un autre côté, ce ne sont pas toutes les cellules T qui répondent à

une lymphopénie par la prolifération. Certaines d’entre elles sont réfractaires à

l’expansion.

De façon intéressante, la prolifération homéostatique est accompagnée d’un

changement dans le phénotype des cellules T naïves, celles-ci arborant alors les

molécules caractéristiques des lymphocytes TM. Plusieurs groupes ont démontré que

la prolifération homéostatique des lymphocytes T naïfs résulte en une augmentation

de l’expression de CD44 et de l’IL-2R3 (surtout chez les cellules T CD$j ainsi que

la diminution de l’expression de CD45RB (chez les CD4). Cependant, les marqueurs

d’activation retrouvés chez la population effectrice sont absents des lymphocytes T

ayant participé à une prolifération homéostatique 72,80-84 Ces cellules T ayant un

phénotype mémoire en possèdent aussi les fonctions effectrices dont la production

d’IFN-’’ et la cytolyse 80-85 La prolifération homéostatique est donc un événement

générant des lymphocytes T mémoires stables, mais qui ne remplit pas la niche
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occupée par les cellules T naïves puisque ces dernières deviennent mémoires.

Cependant, les nouveaux émigrants thymiques parviendront à combler l’espace

réservé aux lymphocytes T naïfs. S’ensuivront alors les mécanismes homéostatiques

normaux qui seront décrits dans la section suivante. Les cytokines de la famille Yc

(IL-2, IL-7 et IL-15 surtout) sont d’importance particulière dans ces processus.

1.4.2 Rôle des cytokines Yc dans l’homéostasie des lymphocytes T

figure I. Orchestration de ta réponse des lymphocytes Tpar les cytokines y
Importance des cytokines Yc, particulièrement l’IL-2, l’IL-7 et l’IL-15, dans la réponse immunitaire
générée par les lymphocytes T. L’IL-7 est cruciale pour la survie des cellules T naïves. Lors d’une
réponse antigénique, l’IL-2 et l’IL-15 permettront la prolifération des lymphocytes T spécifiques à
l’Ag et leur différenciation en TE. Lors de l’élimination du pathogène, les TE mourront par apoptose
et l’IL-7 mduira la différenciation des cellules restantes en TNI. La survie de celles-ci est dépendante
de l’IL-7 pour les CD4 et de l’IL-15 pour les CD$.

1.4.2.1 Homéostasie des lymphocytes T naïfs

Les émigrants thymiques ainsi que les cellules T naïves sont d’importance

capitale dans la génération d’un répertoire clonai varié. En effet, cette diversité des

RCT assure la capacité du système immunitaire à faire face à de nouvelles infections.
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Cependant, afin de laisser place aux émigrants thymiques récents (106) 86 une
proportion (5%) des cellules T naïves (20 X 106) doit mourir chaque jour 87 Les

lymphocytes T naïfs sont métaboliquement quiescents (moins de 20% d’entre eux se
divisent sur une période de 5 semaines) 56 et ont une durée de vie prolongée (demi-vie
entre 116 et 365 jours dans le sang chez l’humain) 88,89•

Cependant, les lymphocytes T naïfs requièrent des signaux de survie afin

d’être maintenus dans le réservoir de cellules en re-circulation. Le premier est
l’interaction de leur RCT avec des peptides du soi couplés au CMH présentés par des

APC 72,90-97• Ce phénomène a été démontré autant chez les cellules T naïves CD4
que CD8. En effet, le transfert de celles-ci dans un hôte déficient en CMH de classe I

ou II, selon que l’étude porte sur les cellules T CD$ ou CD4, cause leur perte
graduelle (demi-vie de 3 à 4 semaines). Selon Seddon et al., la survie des cellules T
naïves induite par son RCT serait dépendante d’une signalisation nécessitant l’action
de kinases de la famille Src, comme lck et fyn .

Le second signal de survie pour les lymphocytes T naïfs est transmis par l’IL

7 (Figure 1). Celle-ci permet le maintien de la taille cellulaire des lymphocytes T
ainsi que de leurs fonctions métaboliques, i.e. le métabolisme du glucose En
effet, des cellules T naïves transférées dans un hôte déficient en IL-7 mourront de
façon très rapide 74,75,100• De plus, l’IL-7 et l’IL-15 ont été démontrées comme
induisant la survie des lymphocytes T naïfs CD$ in vitro par la régulation de
l’expression de membres de la famille Bd-2, molécules anti- et pro-apoptotique 1o1

103 L’IL-4, l’IL-6 et l’IL-21 permettent aussi la survie des lymphocytes T naïfs in

vitro 104-107 mais seule l’IL-7 a été identifiée comme étant essentielle in vivo 74,100,108

L’importance de l’IL-7 et de l’IL-l5 est aussi observée lors de la prolifération
homéostatique afin de remplir le réservoir périphérique en lymphocytes T (voir
section 1.4.1).
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1.4.2.2 Génération et homéostasie des lymphocytes T effecteurs

Afin d’être en mesure de répondre à tout antigène étranger, le système

immunitaire doit être doté d’une très grande population de lymphocytes T présentant

un répertoire de RCT diversifié. Par conséquent, très peu de clones de cellules T sont

spécifiques à un envahisseur particulier (environ 1000). Cependant, par exemple lors

d’une infection virale, ceux-ci vont proliférer de façon massive. En conséquence,

c’est parfois 50% des cellules T CD8 qui seront spécifiques à l’Ag, cette population

représentant un nombre de lymphocytes T huit fois supérieurs à celui retrouvé chez

un hôte non-infecté 109rn Ces cellules T spécifiques vont ensuite se différencier en

lymphocytes TE qui ont les capacités nécessaires afin d’enrayer l’infection. A ce jour,

seules l’IL-2 et 1’IL-15 sont connues pour induire la prolifération et la différenciation

des cellules T naïves in vitro 45,110,111 (Figure 1). En effet, les lymphocytes T

provenant d’une souris déficiente en IL-2 prolifère de façon moindre que ceux

provenant d’une souris contrôle après stimulation optimale du RCT 112 De plus, la

différenciation des cellules T CD8 en CTL est favorisée par l’IL-2 In vivo,

l’absence d’IL-2, d’IL- 15, de leur récepteur respectif (IL-2Ra, IL-l5Ra) ou de leur

chafne partagée (IL-2R13) ne modifie pas la réponse proliférative des cellules T suite à

la rencontre avec un virus 113-116 Il est donc probable que d’autres cytokines puissent

jouer un rôle dans la prolifération des lymphocytes T. De plus, l’IL-2 est produite

seulement par les lymphocytes T activés, alors que les sources d’IL-15 sont

nombreuses, incluant les monocytes/macrophages, cellules dendritiques (DC),

kératinocytes et les cellules épithéliales 117120 Cependant, l’absence d’IL-2 ou de son

récepteur conduit à une lymphadénopathie et une splénomégalie (donc élargissement

des organes lymphoïdes secondaires, suite à une accumulation de lymphocytes T)

conjointement avec le développement d’autoimmunité 112,114,121 Ce fait amène une

caractéristique importante de la réponse immunitaire des cellules TE suite à

l’élimination du pathogène. En effet, 1’IL-2, malgré son effet positif sur la

prolifération, a aussi comme effet négatif d’induire la mort cellulaire induite par

l’activation (AICD) 122-124 11 est connu que l’IL-2 diminue l’expression de la chaîne

‘(e, cette dernière étant importante dans la transduction des signaux de survie par les
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cytokines appartenant à cette famille comme mentionné plus haut 123• Suite à

l’élimination du pathogène, la très grande majorité des TE vont mourir par apoptose

afin de rétablir l’homéostasie lymphocytaire 28 et éliminer les dégâts que pourrait

causer cette population devenue inutile après la disparition du pathogène. Ce retour à

l’équilibre est aussi dépendant de la diminution des interactions RCT-CMH 126 de

cytokines inhibitrices 127,128 et de facteurs pro- et anti-apoptotiques 129•

1.4.2.3 Développement des lymphocytes T mémoires

Suite à l’élimination de la très grande majorité des cellules TE, la

population lymphocytaire restante se différenciera en lymphocytes ‘M
29,45,130 il est

clair que la fréquence des cellules T mémoires spécifiques pour un Ag corrèle avec le

niveau de prolifération clonale atteint lors de la réponse immunitaire Les cytokines

y trouvent encore leur importance dans la génération des cellules TM. Par exemple,

un niveau plus élevé d’IL-4, IL-7 ou IL-15 (par injection ou dans un modèle

transgénique) peut augmenter les nombres de lymphocytes TM spécifiques à un Ag
131-133 La formation des cellules T mémoires CD8 et CD4 est induite par l’IL-7
74,134-136 mais leur survie dépend de différents facteurs.

1.4.2.4 Homéostasie des lymphocytes T mémoires

Contrairement aux cellules T naïves, les lymphocytes TM ne requièrent pas

d’interaction avec le CMH pour survivre 48,137 Le réservoir des cellules T mémoires

se maintient grâce à l’auto-renouvellement de ces dernières, mais certaines d’entre

elles peuvent être remplacées par des cellules ‘M d’une autre spécificité antigénique
138 Comme mentionné précédemment, la conservation des cellules TM est essentielle

afin de protéger l’organisme contre les ré-infections en générant une réponse plus

rapide et efficace. La survie des cellules ‘M est dépendante de deux cytokines

primordiales: l’IL-7 et FIL- 15 (figure 1). Les lymphocytes TNI CD8 requièrent 1’ IL

15 et, à un moindre niveau, l’IL-7 73,74,101,115,139-141 En effet, en temps normal, des

souris déficientes en IL-15 ou IL-l5Ra ont un nombre très réduit de cellules TM
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CD$ 110,142, alors qu’une surexpression d’IL-7 malgré l’absence d’IL-15 permet leur
survie 143 L’IL-15 semble être une cytokine unique dû au fait qu’elle peut être

présentée en « trans» par la chaîne IL-l5Ru. Cette théorie propose que des cellules

exprimant l’IL-l5Ra présenteraient l’IL-15 à d’autres types cellulaires, comme les

lymphocytes T CD8, porteurs du complexe IL-2Rf3/y ‘. La chaîne u ne serait donc
pas requise chez les cellules à qui serait présentée l’IL-15 145,146 Enfin, les TM CD4
sont plutôt dépendants de l’IL-7 pour leur conservation 135,147 et de récentes évidences
démontrent un rôle du RCT dans leur auto-renouvellement 147 Ce résultat explique
pourquoi aucune cytokine n’a jamais été reconnue comme étant essentielle au
renouvellement des lymphocytes CD4 TM 141

1.5 HÉMATOPOÏÈSE

Tout comme l’homéostasie des lymphocytes T, l’hématopoïèse est régulée par
les cytokines. Ce deuxième processus requière en effet l’action de cytokines afin de
réguler le développement et la survie des cellules au niveau de la moelle osseuse
(MO). Celle-ci est en effet le site où se produit l’hématopoïèse, un processus
permettant la génération de toutes les lignées présentes dans le sang à partir d’une
population autorenouvelable et très immature, les cellules souches hématopoîétiques
(CSH) 148 Ces dernières doivent remplacer environ 2.4 X 108 érythrocytes et 4 X 106

cellules périphériques non lymphoïdes du sang à tous les jours chez une souris adulte
‘49.Des anomalies présentes lors du développement normal des cellules du sang
peuvent conduire à des désordres hématologiques comme les différents types de
leucémie. Des mécanismes fortement régulés induisant la génération des lignées
myéloïdes (donnant naissance aux monocytes/macrophages, granulocytes,
érythrocytes et Mk) et lymphoïdes (développant les lymphocytes B, T, NK et les DC)
sont sous l’action de cytokines, de signaux extracellulaires et de facteurs de
transcription sur les progéniteurs, induisant le développement d’une lignée aux
dépens d’une autre 150 Dans ce mémoire, l’hématopoïèse sera racontée sous la forme
des principales étapes du développement des lignées de la MO, à partir des CSH
jusqu’aux cellules B, monocytes, granulocytes et érythrocytes. Il y sera fait mention
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de l’action des cytokines résultant en l’activation de facteurs de transcription
importants dans la différenciation et le développement des lignées hématopoïétiques.
De plus, les marqueurs identifiant les différents progéniteurs seront décrits.

1.5.1 Propriétés et identification des CSH et progéniteurs communs

Les CSH possèdent trois propriétés qui les caractérisent: elles ne forment que
0.05% des cellules de la MO, elles ont une capacité d’auto-renouvellement qui
permet de maintenir le réservoir de CSH et elles donnent naissance à toutes les
lignées du sang (pluripotentes) 151-153 Ces cellules se divisent de façon asynchrone,
i.e. que la plupart (75%) d’entre elles ne sont pas en cycle cellulaire à chaque instant.
Cependant, 99% des CSH se diviseront au moins une fois sur une période de 57 jours
154 L’identification de gènes permettant aux CSH de se maintenir ou de s’expandre
ex vivo ou in vitro est un des objectifs premiers en hématologie ou oncologie. En
effet, la pluripotence de ces cellules en fait des cibles parfaites pour reconstituer la
MO d’un patient souffrant d’immunodéficience ou de leucémie. De plus, les
mécanismes intracellulaires permettant leur auto-renouvellement indéfini peuvent
nous aider à comprendre et identifier les molécules responsables de l’expansion de
tumeurs dont les cellules se divisent éternellement.

Les CSH peuvent être séparées en trois groupes suivant un ordre caractérisé
par une perte progressive de la capacité de s’auto-renouveller. Un sous-groupe est
capable de s’auto-renouveller indéfiniment (long-terme (LT)-C$H)), le sous-groupe
court-terme (ST-CSH) se maintient pour huit semaines, alors que les progéniteurs
multipotents (MPP) ne peuvent se regénérer 155,156 Ces derniers sont alors
responsables de la première « décision» concernant la restriction du choix de
différenciation vers la lignée myéloïde versus lymphoïde. Les MPP donnent
naissance soit aux progéniteurs lymphoïdes communs (CLP) 157 ou aux progéniteurs
myéloïdes communs (CMP) 158 Les CMP se développent ensuite en précurseurs
granulocytes/monocytes (GMP) ou en précurseurs mégakaryocytes/érythrocytes
(MEP) . L’identification de ces différents progéniteurs selon certains marqueurs est
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d’une importance capitale dans l’étude de la différenciation hématopoïétique. Les

cellules matures expriment des marqueurs caractéristiques à leur lignée (ou

« lineage »), i.e. CD3 Four les lymphocytes T, CD11b pour les cellules myéloïdes,

B220 pour les lymphocytes B et TerÏl9 pour les érythrocytes. L’ensemble de ces

marqueurs est appelé «lineage », terme désignant les cellules hématopoïétiques

matures. Les CSH n’exprimant pas ce marqueur sont Lin. Cette caractéristique nous

permet donc de les isoler parmi toutes les cellules composant la MO 159 Les autres

marqueurs utilisés sont c-Kit, Sca-1, CD34, F1k2, IL-7R et CD32/CD16 (fc1RII/III)

(Tableau III) 137,158 Par exemple, en plus d’être Lin, les CSH présentent un

phénotype Thyb0Sca1+cKit4iL7W ou LinCD34Thy chez la souris et l’humain

respectivement 152,154,160

TABLEAU III. MARQUEURS DES CELLULES HÉMATOPOÏÉTIQUES
Marqueurs Fonctions

Lin Cocktail d’Ac spécifiques pour des marqueurs présents sur les
cellules hématopoïétiques matures. Les CSH sont négatives.

Récepteur tyrosine kinase pour SCF1 exprimé sur les
c-Kit progéniteurs très immatures.

Protéine ancrée au phosphatidylinositol exprimée par les CSH
Sca-1 (Ly-6A!E) et les cellules T.

Glycoprotéine exprimée par certaines cellules
CD34 hématopoïétiques, adhésion cellulaire. Les CSH peuvent être

CD34 ou CD34.

Récepteur tyrosine kinase exprimé par les MPP, lymphocytes
f1k2 B primitifs et progéniteurs myélomonocytiques 161

Récepteur à l’IL-7 exprimé par les CLP et nécessaire au
IL-7R développement des lymphocytes T et B 157,162,163

Récepteurs pour la portion fc des IgG, servent dans
CD32/CD16 l’identification des progéniteurs CMP, GMP et MEP 158

‘SCf: facteur des cellules souches. Adapté de Orkin, 2000.

Lors de l’identification des CLP, Kondo et al. ont utilisé la présence de l’IL

7R sur les lymphocytes matures, non sur les cellules myéloïdes, afin d’isoler cette



22

+•- •lo bpopulation caracterisee par les marqueurs IL-7R Lin c-Kit Sca-1 (Figure 2). Les

CLP, qui composent 0.02% de la MO, possèdent une capacité de reconstitution de la

MO in vivo qui est restreinte aux lymphocytes T, B et NK 157,164 En effet, aucun

granulocyte ou monocyte ne s’est développé à partir de ces progéniteurs 157 De plus,

malgré la culture de ces précurseurs dans un milieu de méthylcellulose conditionné

pour la croissance de colonies myéloïdes, aucune colonie de cette nature n’a été

observée. De façon intéressante, les récepteurs au GM-C$F et au M-CSf. ces

cytokines étant importantes dans le développement de la lignée myéloïde, sont

présents sur les CSH, mais absents chez les CLP, ce qui suggère que la diminution de

l’expression de ces récepteurs est l’un des événements initiaux induisant la

différenciation vers la lignée lymphoïde 165

figure 2. Hématopoïèse murine et marqueurs phénotypiques. Les trois stades CSH (LT-CSH,
ST-CSH et MPP) sont caractérisés par une perte graduelle du potentiel d’auto-renouvellement,
Les MPP se divisent ensuite en CLP ou CMP, ces derniers donnant naissance aux GMP et MEP.
Les marqueurs utilisés pour différencier ces progéniteurs sont indiqués. Adapté de Kondo et al.,
2003.
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Les CLP ayant été isolés, il devait bien exister un progéniteur équivalent pour

la lignée myéloïde 166,167 Les CMP ont été identifiés en étudiant la portion IL-7W des

précurseurs Lin. Des études préliminaires avaient démontré la formation de colonies

myéloérythroïdes in vitro dans la fraction LinIL-7Wc-Kit. Compte tenu que les CSH

sont LinIL-7Wc-KitSca-i, celles-ci ont été éliminées en excluant la portion Sca-1.

La population restante, LinIL-7Wc-KitSca-f, a été divisée en trois populations

selon l’expression de CD34 et CD32/CD16 (FcRII/III), ce dernier étant un marqueur

des cellules myélomonocytiques 168. 10 CD34fcRII/III’°, 2° CD34FC1RII/111b0 and
30 CD34FcRII/III 158 Leur potentiel de différenciation a été analysé in vitro sur

méthylcellulose et in vivo lors de transfert de MO. Les CMP (CD34FcRII/III’°), qui

composent 0.2% de la MO, donnent naissance à des monocytes, granulocytes,

érythrocytes et mégakaryocytes (Mks), alors que les GMP (CD34FcRII/IIÏ) et les

MEP (CD34TcRII[III’°) produisent des granulocytes/monocytes et Mks/érythrocytes

respectivement (Figure 2) 158 L’isolation de tous ces progéniteurs de stade de

différenciation plus ou moins avancé permet d’étudier de façon précise l’effet de

cytokines exogènes, l’expression différentielle de gènes régulateurs importants et de

récepteurs exprimés de façon ectopiques sur la différenciation de ces progéniteurs.

1.5.2 Développement et identification des lymphocytes T et B

Le développement des lymphocytes B s’effectue dans la MO, contrairement à

celui des cellules T qui se poursuivra dans le thymus. Les signaux entraînant une CLP

à s’engager dans la voie des lymphocytes T ou B sont encore obscurs et seront

discutés dans la section des cytokines et facteurs de transcription dans l’hématopoïèse

(sections 1.5.4.3 et 1.5.4.4). Les étapes générales du développement des lymphocytes

T et B ainsi que les marqueurs permettant d’identifier chaque stade de maturation

sont décrits ci-dessous.
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1.5.2.1 Développement des précurseurs T dans le thymus

Les progéniteurs thymiques les plus immatures en provenance de la MO ont

été désignés comme étant CD4’°CDYCDWCD44CD25CD117. Ces cellules

appartiennent à la lignée lymphoïde, mais ne génèrent pas uniquement des

lymphocytes T (le potentiel s’étend aux DC et cellules B) 169,170 Lorsqu’elles

colonisent le thymus, ces cellules sont appelées «double-négatives» (DN), car elles

n’expriment pas le CD4 ou le CD$. Le stade DN est séparé en quatre populations

selon l’expression de CD44, CD25 et c-Kit 171174 (Tableau IV). Les DN1 sont

CD4425c-Kit, les DN2 CD4425c-Kit, les DN3 CD4425c-Kit’° et les DN4

deviennent CD4425c-Kit. C’est durant les stades DN3 et DN4 que les thymocytes

ayant correctement réarrangé la chaîne f3 de leur RCT (voir section 1.3.1) vont

exprimer pour la première fois un pre-RCT. Ils pourront ensuite devenir «double-

positifs» (DP), i.e. qu’ils commenceront à exprimer les co-récepteurs CD4 et CD8.

Durant ce stade, la chaîne a du RCT va se réarranger, formant un récepteur complet.

Le choix des thymocytes DP de devenir «simple-positif» (SP) CD4 ou CD$ dépend

ensuite du type de CMH avec lequel le RCT peut entrer en interaction: les

lymphocytes T CD8 interagissent avec le CMH de classe I alors que les CD4

utilisent le CMH de classe II. Les lymphocytes T seront alors prêts à émigrer en

périphérie.

TABLEAU IV. MARQUEURS DU DÉVELOPPEMENT THYMIQUE DES
LYMPHOCYTES

Marqueurs DN1 DN2 ‘ DN3 DN4 DP SP4 SP8

CD44 ÷ + - - - - -

CD25 - + + - - - -

c-Kit + + faible - - - -

CD4 - - - - + + -

CD8 - - - - + - +
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1.5.2.2 Développement des progéniteurs B dans la MO

Les différents stades de maturation des lymphocytes B sont identifiés en

fractions de A à C selon la notation de Hardy L’engagement dans la lignée B peut

être observé par l’expression de B220 et l’absence de CD19 (fraction A) 176178 La

molécule CD19 sera ensuite induite, stade appelé pro-B-tôt (ou fraction 3) 175,176,179

Suite au réarrangement de la chaîne lourde du récepteur des cellules B (RCB) au

stade pro-B-tardif (fraction C), la protéine Igi sera exprimée en surface. Ce pré-RCB

est un point de contrôle essentiel lors de la transition du stade pro-B à pre-B. En effet,

la signalisation provenant du pré-RCB induit l’expansion cellulaire et la

différenciation en pre-B, étape où le réarrangement de la chaîne légère du RCB

s’effectuera 180 Si ce dernier est productif, des cellules B immatures IgM émigreront

dans les organes lymphoïdes secondaires.

1.5.3 Développement de la lignée myéloïde et marqueurs

Les granulocytes et monocytes proviennent du même progéniteur (GMP),

alors que les érythrocytes sont générés à partir des MEP. Le développement de la

lignée myéloïde s’effectue dans la MO. La maturation des neutrophiles débute au

stade myéloblaste puis promyélocyte, où les granules primaires sont visibles, pour

continuer au stade myélocyte où les granules secondaires se forment, finissant par les

métamyélocytes, bands et neutrophiles matures contenant les granules tertiaires

(figure 3). Les monocytes se développent à partir de monoblaste - promonocyte -

monocyte. Les marqueurs importants utilisés pour les monocytes et granulocytes sont

[ 1’ ,‘ ,
Myéloblaste Promyélocyte Myélocyte Stab Neutrophile segmenté

figure 3. Développement de la lignée granulocytaire. Les neutrophiles, basophiles et éosinophules
ont les mêmes étapes de maturation. Les granules primaires apparaissent lors du stade
promyélocyte, les secondaires se présentent à l’étape myélocyte alors que les tertiaires sont visibles
dans te neutrophile segmenté.
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CD11b, CD11c et Gr-1. Le CD11b est plus fortement exprimé sur les monocytes et

les granulocytes, malgré sa présence sur d’autres cellules non myéloïdes. Chez les

granulocytes, il commence à être exprimé au stade myélocyte et accroît en intensité

avec la maturation 181-183 Le CD11c est exprimé tôt dans la différenciation des

monocytes, avant l’apparition de CD 11h, alors qu’il est exprimé au stade myélocyte

chez les granulocytes 183,184 Finalement, l’expression de Gr-1 chez ces derniers

augmente avec la maturation, alors que la présence de Gr-1 est transitoire chez les

monocytes. Les cellules CD11bGr-1’ sont des neutrophiles en différenciation

terminale alors que les CD11bGr-1’° contiennent des cellules myéloïdes immatures

et des myélocytes 185

Les marqueurs pour les cellules érythroïdes sont peu nombreux et

comprennent les molécules CD71 et Ter-119 186,187 Le CD71 est un récepteur de

transferrine non-spécifique aux cellules érythroïdes dont l’expression diminue avec la

maturation des érythrocytes et qui est donc absent des érythrocytes matures 188• Le

Ter-119 est une molécule de surface spécifiquement détectée sur les érythroblastes,

stade plus précoce dans l’érythropoïèse 189 Le choix alternatif à l’érythropoïèse est le

développement de mégakaryocytes (Mks), cellules donnant naissance aux plaquettes

sanguines. Les Mks immatures et matures expriment le CD41 190,191 aussi connu sous

le nom de glycoprotéine IIb, une intégrine. Chez l’humain, les Mks expriment

fortement le CD41 et le CD9 192

L’utilisation des marqueurs mentionnés précédemment pour les différentes

lignées et les nombreux stades de maturation nous permet d’étudier les populations

présentes dans la MO de souris afin de détecter toute anomalie du développement. De

plus, il nous est alors possible d’étudier l’effet de cytokines sur chaque population

ainsi que d’identifier les molécules intracellulaires activées (facteurs de transcription)

entraînant les cellules hématopoïétiques vers une liguée de différenciation aux dépens

d’une autre.
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1.5.4 Régulation du choix de différenciation dans l’hématopoïèse

Les cytokines ont une panoplie d’effets sur l’homéostasie des différentes

populations T, mais il ne faut pas négliger leur apport au développement des

différentes populations présentes dans la MO. Ces cytokines vont se lier à des

récepteurs permettant la survie et/ou la différenciation des divers progéniteurs. De

plus, des facteurs de transcription (VI’) exprimés de façon différentielle vont

permettre à une cellule de déterminer son choix de destinée (« celi fate

determination »).

1.5.4.1 Rôle des cytokines dans le choix lymphoïde versus myéloïde

L’ action des cytokines dans la différenciation des CSH vers les CLP ou les

CMP n’est pas définie 193,194 Il est connu que les cytokines peuvent jouer des rôles

importants dans le maintien du réservoir de CSH 195,196W Un concept expliquant le

dilemme des CSH dans leur maintien versus leur différenciation en précurseurs moins

immatures a émergé. Le maintien du nombre de CSH serait dépendant d’un niveau

élevé de cytokines. La diminution de la concentration en cytokines augmenterait les

chances que la CSH entre en différenciation 196 Par exemple, la culture de CSH

humaines ayant un fort potentiel d’auto-renouvellement (LT-CSH) avec une grande

quantité de cytokines (Ht3-L, SCF et megakaryocyte growth and development factor

(MGDF) à 250 ng/mL) leur permet de proliférer. Par contre, la concentration de ces

cytokines requise afin d’amplifier ces LT-C$H donnant naissance aux progéniteurs

moins immatures est beaucoup moindre (50 ng/mL) 197 Cependant, malgré l’effet

dose-dépendant de certaines cytokines sur le potentiel de différenciation des CSH, il

semblerait que l’engagement dans la lignée myéloïde ou lymphoïde soit de nature

stochastique, donc indépendant de cytokines. Le rôle des facteurs de transcription

(VI’) dans le choix de développement lymphoïde versus myéloïde sera donc initié ici.

Évidemment, il se pourrait que de nouvelles études permettent la formation d’un lien

entre la signalisation des cytokines via leur récepteur et l’activation de ces FT chez

les CSH, identifiant les facteurs responsables du choix de différenciation.
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1.5.4.2 Rôle des facteurs de transcription dans le choix lymphoïde versus myéloïde

Le facteur primordial dans le choix de l’engagement vers la lignée lymphoïde

ou myéloïde est le FT PU.1 (Spi-1) (Figures 4 et 5). PU.] est exprimé dans les CSH,

MPP et toutes les cellules en différenciation sauf les érythroblastes, Mks et

lymphocytes 158,198,199 L’effet de PU. 1 dans le choix de différenciation vers la

lignée lymphoïde versus myéloïde semble être dose-dépendant puisqu’une

reconstitution rétrovirale conduisant à une expression moindre de PU.1 induit le

développement B chez les progéniteurs PU.1, alors qu’une expression importante de

PU.1 amène une différenciation en macrophages en culture in vitro 200 Ceci explique

pourquoi les souris déficientes en PU.1, mourant à la naissance, ne présentent aucune

cellule lymphoïde ou myéloïde, alors que les érythrocytes et Mks se développent de

façon normale dans le foie foetal 201-203 Par ailleurs, PU.1 n’est pas essentiel à la

génération de précurseurs granulocytiques, mais est requis pour leur différenciation
204 De façon très intéressante, les progéniteurs PU.1 ne répondent pas in vitro aux

cytokines de la lignée myéloïde M-CSF, GM-CSF et G-CSF ainsi qu’à la cytokine

lymphoïde IL-7 en raison de l’absence ou de l’expression réduite de leurs récepteurs

correspondants. En effet, PU.1 a été démontré comme régulant directement la

transcription de l’IL-7Ra et plusieurs sites de liaison pour PU.1 ont été identifiés

dans les promoteurs des gènes de récepteurs myéloïdes 204,205 Ces résultats

confirment donc le rôle dose-dépendant de PU.1, une faible expression de ce dernier

induisant l’expression de l’IL-7Ra, alors qu’une forte expression induit celle des

récepteurs myéloïdes.

1.5.4.3 Rôle des cytokines dans le développement T et B

Remarquablement, le nombre de CLP est normal chez une souris déficiente en

chaîne 206 Ceci implique que les cytokines appartenant à la famille ne sont pas

essentielles à la survie des CLP. Cependant, lorsque le choix de différenciation est

effectué vers les lymphocytes T ou B, il apparaît que l’IL-7 et son récepteur sont

critiques dans la suite des étapes de maturation.
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Au niveau des progéniteurs T ayant colonisé le thymus, il a été démontré que
ces thymocytes, s’ils sont déficients en IL-7Ra ou IL-7, présentent une altération
dans leur capacité de prolifération 162,163 De plus, la survie des DN1, DN2 et DN3 est
sévèrement affectée en l’absence d’IL-7 207 Ceci résulte en une cellularité thymique
diminuée de 20 fois chez les souris déficientes en IL-7. Le phénotype est encore plus
sévère chez les mutants IL-7Ra’, causé par le partage de l’IL-7Ra avec le récepteur
d’une autre cytokine importante (thymic stromal lymphopoietin) dans le
développement d’un second type de lymphocytes T 162,208,209 L’IL-7 est aussi cruciale
dans le développement des lymphocytes B. En effet, les CLP déficients en IL-7Ro.
ont une capacité très réduite de se différencier vers le stade le plus immature du
développement B (pro-B-tôt) 206,210 D’autres exemples font mention de l’action de
cytokines dans le choix de lignée de différenciation. Deux groupes ont démontré que
l’expression ectopique de l’IL-2R3 ou GM-CSFR humain sur les CLP induit ces
derniers à se différencier en cellules myéloïdes lors d’une stimulation avec l’IL-2 ou
le GM-CSF humain, respectivement 165,211 Compte tenu que le GM-CSFR est
exprimé sur les CSH et non sur les CLP, et que les progéniteurs myéloïdes
l’expriment (voir section 1.5.4.5), ceci suggère que la diminution de l’expression de
GM-CSFR est l’un des premiers événements dictant l’engagement dans la voie
lymphoïde 165

1.5.4.4 Rôle des facteurs de transcription dans le développement T et B

Les molécules Notch sont des récepteurs exprimés par tous les précurseurs
hématopoïétiques dont les ligands sont présents sur le stroma des organes lymphoïdes
primaires ainsi que sur «autres cellules hématopoïétiques 212 Les Notch semblent
des candidats importants dans les choix de différenciation proposé aux CL?,
particulièrement Notchi. En effet, Notchi induit les CLP à se différencier en
thymocytes en plus de son rôle dans la maturation des thymocytes vers les
lymphocytes T (Figure 4). De plus, la signalisation via Notchi inhibe la production
de cellules B dans le thymus 213,214 D’un autre côté, la présence d’une forme
constitutivement active de Notchi dans la MO bloque le développement B à un
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niveau très immature et induit la génération de cellules T immatures 214 Chez les

lymphocytes B, l’IL-7, en plus d’être un facteur de survie et d’expansion pour les

cellules pro-B, induit la différenciation des lymphocytes B à partir des CLP. En effet,

la signalisation par l’IL-7 module l’expression de EBF, un FT spécifiquement présent

durant le développement B (figure 4) 162,163,206,215-219 Le fT PU.1 est aussi reconnu

pour activer la transcription de EBF22°

ØÇSFR1frN

_

PU.1, EBF

figure 4. Régulation transcriptionnelle de l’engagement vers la lignée
lymphoïde. L’importance du facteur de transcription PU.1 aiisi que
l’expression de l’IL-7R et la diminution du GM-CSFR sont démontrées dans le
choix de la lignée lymphoïde. Adapté de Zhu et Emerson, 2002.

1.5.4.5 Rôle des cytokines dans le choix myéloérythroïde

Le facteur de croissance myéloïde GM-CSf stimule la survie, la prolifération

et la différenciation des GMP et des progéniteurs granulocytiques et monocytiques
221 De plus, malgré le rôle certain du G-CSf chez les granulocytes, il semblerait que

l’absence de G-CSfR sur les CMP cause la diminution des progéniteurs autant GMP

que MEP 222 Ceci démontre que l’action du G-CSf n’est pas limitée aux progéniteurs

granulocytiques. Dans un autre ordre d’idées, la cytokine la plus importante dans la

régulation de l’érythropoïèse est l’érythropoïétine et son récepteur, exprimé par les

progéniteurs érythroïdes, est essentiel dans le développement et la maturation des

érythrocytes 223
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1.5.4.6 Rôle des facteurs de transcription dans le choix myéloérythroïde

Comme mentionné précédemment, l’engagement dans la voie myéloïde

s’effectue par l’expression forte de PU. 1. Une dualité existe dans l’engagement vers

les différentes lignées myéloïdes (figure 5). En effet, les fT PU. 1 et GATA- 1 sont

requis dans le choix myéloïde, mais ces deux molécules sont des antagonistes: l’une

inhibe l’expression de l’autre 224,225 GAlA-1 est requis pour la différenciation en

MEP (et induit l’expression du récepteur à l’érythropoïétine 226) alors que PU. 1

génère les GMP. Leur expression diminue lors de la maturation de la lignée

granulocytique/monocytique ou mégakaryocytique/érythrocytique respectivement. En

effet, l’expression ectopique de PU. 1 dans la lignée K562, cellules leucémiques

érythroïdes/mégakaryocytiques, redirige la différenciation en granulocytes/monocytes

plutôt que Mks. Au contraire, la sur-expression de GAlA-1 dans les progéniteurs

granulocytiques 32D change le programme de développement vers la

mégakaryopoïèse 227 Ces données indiquent donc que le ratio GATA-1/PU.1 dans les

CMP dirige le choix de différenciation vers les MEP ou les GMP 224.225,228

monocyte
Ics__._v
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Pu.1 &

GATA1#
CEBP, GATA-1 (o

eosinopliil

GATA-1!FOG’
GATA-l

erytiirocyte

GATA

megakaryocyto

figure 5. Régulation transcriptionnelle de l’engagement vers ta lignée myéloïde. Les CMP se
différencient soit en GMP ou en MEP. L’expression simultanée de PU.l et GATA-1 induit la
différenciation des CSH vers les CM?, où l’expression dominante de PU.1 amènera le stade GMP,
alors qu’un ratio en faveur de GATA-1 engagera la lignée érythroïde. Tiré de Zhu et Emerson,
2002.

I
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1.5.4.7 Rôle des cytokines dans le choix gianulocytes/monocytes

Lorsque les précurseurs sont au stade GMP, de nouveaux facteurs s’ajoutent à

ceux déjà présentés (figure 5). Le maintien de l’expression des récepteurs de

cytokines myéloïdes pour ce choix de lignée ne semble pas essentiel, puisque le

nombre de colonies granulocytes/macrophages développées in vitro à partir de MO

de souris G-CSF’ ou G-CSFW est modestement réduit. Ceci suggère que des

signaux par le G-CSfR ne sont pas requis pour l’engagement dans la lignée myéloïde
229,230 Cependant, ces souris souffrent de neutropénie, causée par l’absence de
signalisation par le G-C$F. Par contre, il semblerait que l’IL-6 et le GM-CSf

pourraient compenser pour la perte de signal via le G-CSFR, permettant la
neutropoïèse 231,232 11 va sans dire que le G-CSf stimule la survie, la prolifération et

la maturation des progéniteurs granulocytiques 233 De plus, celui-ci semble induire

l’engagement des GMP dans la voie des granulocytes aux dépens des monocytes

grâce à l’induction de C/EBPa 234•

Au niveau des monocytes, le M-CSf stimule la survie, la prolifération et la

maturation des précurseurs monocytaires via son récepteur (M-CSFR) 235

1.5.4.8 Rôle des facteurs de transcription dans le choix granulocytes!monocytes

L’expression préférentielle de C/EBPa ainsi que sa nécessité dans la lignée

granulocytaire semblent influencer le choix de différenciation des GMP en faveur des

granulocytes, cette lignée étant absente chez les souris déficientes en C/EBPŒ

contrairement aux monocytes 236,237 En combinaison avec PU.1, ces deux facteurs

permettent la différenciation terminale des granulocytes (figure 5) 238,239

Concernant la différenciation en monocytes, il est acquis que celle-ci dépend

de l’expression de PU.l, puisque ce dernier régule l’expression spécifique du M

CSFR sur les monocytes 240 De plus, la lignée monocytaire est absente chez les

souris Fu1 202 Le VU ICSBP est essentiel au développement monocytaire (Figure
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5). Ce facteur induit l’expression de M-CSfR tout en inhibant celle de C/EBPa et G
CSFR et n’affecte pas PU. 1 ni le GM-CSFR 241 Pour les progéniteurs myéloïdes, il
est surprenant de constater que l’addition in vitro d’IL-7 accroît de façon synergique
la formation de colonies myéloîdes à partir de progéniteurs LinSca-1 lorsque
combinée avec le GM-CSF ou le M-CSF 242 Le même phénomène se produit lorsque
Ï’IL-4 est ajoutée à l’IL-6 243 De plus, in vivo, l’administration d’IL-7 recombinante
augmente le nombre de cellules immatures de la lignée myéloïde 244 Ceci suggère
que certaines cytokines de la famille ‘lc pourraient dicter le choix de différenciation en
combinaison avec d’autres facteurs de croissance ou cytokines.

1.6 L’INTERLEUMNE-21 ET SON RÉCEPTEUR

L’interleukine-21 et son récepteur sont parmi les membres les plus récemment
découverts appartenant à la classe des cytokines de type I 245,246 L’IL-21R humain a
été cloné grâce à son homologie de structure avec les autres cytokines appartenant à
cette classe. En effet, l’IL-21R contient une séquence signal putative, un domaine
transmembranaire, deux paires de résidus cystéine conservés et un motif WSxWS,
classiques chez les membres de la classe des cytokines de type 1 5,246,247 De plus, le
domaine intracellulaire contient les motifs box 1 et box 2, nécessaires à la
transduction de signaux 245,24$ Les plus proches homologues de l’IL-21R au niveau

de la séquence en a.a. sont l’IL-2R et l’IL-4Rcc 245,246 L’IL-21R possède un
homologue murin et tous deux Sont identiques à 72% au niveau de la séquence
nucléique et à 62% au niveau des a.a. 246 finalement, l’IL-21R fait partie de la
famille des cytokines Yc, puisqu’il est composé d’une chaîne a et de la chaîne

commune y et que cette dernière est essentielle à la transduction de signaux suivant la
liaison de son ligand 249,250

Son ligand, l’IL-21, une protéine de 15 kDa, a été identifié par clonage
fonctionnel. Les homologues humains et murins partagent 57% d’identité. L’IL-21

possède 131 a.a., un domaine de quatre hélices ct, typique chez les cytokines de type

I, et présente une séquence en a.a très homologue à celle des cytokines IL-2, IL-4 et



34

IL-15. LUes cytokines IL-21 et IL-15 sont pourvues de deux paires de résidus cystéine
en positions identiques, faisant de l’IL-15 son plus proche parent au niveau de leur
structure 245

1.6.1 Distribution tissulaire et cellulaire de l’IL-21/IL-21R

Au niveau des tissus, la présence du messager de 1’IL-21R a été détectée chez
l’humain et chez la souris dans les organes lymphoïdes secondaires tels que la rate et
les ganglions ainsi que dans le thymus, les amygdales, poumons et intestins 245,246,251

Cependant, l’expression est élevée au niveau des organes lymphoïdes. L’IL-21R a été
détecté en premier sur les lymphocytes B et les cellules NK 245 ainsi que sur les
cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) activés, les thymocytes et les
lymphocytes T activés 245,246 Par la suite, notre laboratoire et d’autres ont démontré
l’expression de l’IL-21R sur les lymphocytes T naïfs 107,252,253 et les DC 254,255 Il est à
noter que l’expression de l’IL-2lR augmente chez les PBMC et les lymphocytes B et
T suivant une activation phytohemagglutinine-L- ou RCT-dépendante,
respectivement 107,245,246,256 Dans la MO, tous les stades de développement des
lymphocytes B sauf les pro-B manifestent la présence de l’IL-21R à la surface
cellulaire 107,253 Cependant, aucune étude n’a été effectuée sur les autres types de
précurseurs (granulocytes, monocytes, érytbrocytes, Mks). Le messager de l’IL-21R a
aussi été détecté chez des lignées cellulaires B, T, NK activées et chez les HL-60
(promyéloblastique; lignée de leucémie myéloïde aigus) 245,246,257

Contrairement à son récepteur dont l’expression est très fréquente dans les
compartiments lymphocytaires, la production du messager de l’IL-2l est restreinte
aux cellules T CD4 activées et aux cellules stromales des organes lymphoïdes 107,245

En effet, le messager de l’IL-21 était présent dans les ganglions de souris Rag’ qui
sont dépourvues de tout lymphocyte T. De plus, l’expression de l’IL-21 était plus
forte dans la fraction des ganglions enrichie en cellules stromales (gp38) 107

sous-type de cellules T CD4 produisant l’IL-21 (TH1 ou TH2) est encore controversé.
Une équipe a démontré l’expression de l’IL-21 chez les cellules T TH1 humaines 25$
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alors qu’une autre la détecte chez les lymphocytes T TH2 murines 259,260 L’équipe de
Mehta et al. a établi que ce phénomène était régulé par deux facteurs de transcription:
T-bet et NFATc2 260 En effet, NFATc2 induit la transcription de l’IL-21 chez les
cellules CD4 TH2 alors que T-bet inhibe la capacité de NfATc2 de se lier au
promoteur de l’IL-21 chez les ‘H’

260 Le spectre d’expression de l’IL-21R s’étend
donc sur les lymphocytes B, T, NK et DC, alors que la production d’IL-21 est limitée
aux cellules CD4 ‘H2 et cellules stromales des organes lymphoïdes.

1.6.2 Effets biologiques de I’ interleukine-2 1

Compte tenu de la variété de cellules exprimant le récepteur à l’IL-21, les
effets biologiques de 1’IL-21 ont été étudiés pour chacun des types cellulaires. La
diversité des effets de l’IL-21 ne dépend pas seulement du type cellulaire, mais aussi
de l’étape de différenciation ou du statut d’activation de chacun 261 Chez un modèle
murin déficient en IL-21R, tous les compartiments immunitaires étaient présents et
plus ou moins normaux 10$ Cependant, le taux des IgG était très diminué alors que
les IgE étaient fortement augmentées dans le sérum, donnant un aperçu du rôle de
l’IL-21 dans la production d’Ig. La régulation du système immunitaire par l’IL-21
semble donc subtile et complexe.

1.6.2.1 Effets de l’IL-21 sur les lymphocytes T

La découverte d’une nouvelle cytokine requière des essais in vitro afin
d’étudier ses rôles biologiques. L’IL-2l a été démontrée comme augmentant la
prolifération de thymocytes et lymphocytes T matures CD4 et CD$ humains et
murins via une stimulation du RCT (par un anticorps (Ac) anti-CD3) 108,245 De plus,
l’expansion in vitro de lymphocytes CD8 ‘E spécifiques au virus CMV est stimulée
par l’addition d’IL-21, suggérant un rôle important dans un contexte d’infection 262

Cependant, l’IL-21 endogène n’est pas essentiel à une prolifération RCT-dépendante
puisque les cellules T provenant d’une souris IL-21W’ prolifèrent normalement 108

Par contre, le pourcentage de cellules T spécifiques à un Ag donné, le pourcentage de
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leurs CTLs capables de produire de l’IfN-y et leur activité cytolytique sont diminués
comparativement à ceux provenant d’une souris contrôle 106 Notre laboratoire a aussi
démontré que l’IL-21 entraînait la survie des cellules T naïves CD4 et, plus
particulièrement, des CD8 naïves 106,107 Cet effet de survie est initié grâce au
maintien du niveau de Bd-2 et à l’activation de la voie phosphatidylinositol 3-kinase
(P13-K) 107 deux facteurs importants dans la survie cellulaire 263 En absence de
stimulation anti-CD3 et contrairement à d’autres membres de la famille Yc comme
l’IL-2, l’IL-7 ou l’IL-15 humaines, Ï’IL-21 ne peut induire la prolifération des
lymphocytes T 245252 Néanmoins, L’IL-21 agit en synergie avec celles-ci pour
améliorer l’expansion cellulaire 106,245

Concernant les cellules TM, deux groupes ont obtenu des résultats opposés.
Selon Kasaian et al., l’IL-21 bloquerait l’expansion de la population activée/mémoire
CD44’’CD8 induite par l’IL-15, en plus de diminuer l’expression de l’IL-2Ra
(CD25) et celle de l’IL-2R3 (CD122) 10$ L’IL-2l inhiberait donc l’expansion de la
population CD$ mémoire indépendante du RCT. Au contraire, l’IL-21 augmenterait
le nombre de cellules T CD441CD8 en combinaison avec l’IL-15 106 Aives et aL ont
confirmé que l’IL-21 promouvait l’expansion des PBMC CD8 humains ainsi que
celle des cellules T CD$ naïves humaines induites par l’IL-15 252 Compte tenu que
l’équipe de Kasaian et al. a utilisé des cellules transfectées produisant l’IL-21, il est
difficile de comparer leurs résultats avec ceux de Zeng et al., qui ont testé l’IL-21 à
100 ngfmL.

Les fonctions effectrices des CTLs et des cellules T CD4 « helper» sont
importantes afin d’enrayer l’infection. La cytolyse et la production d’IfN-’y par les
CD8 cytotoxiques et les CD4 TH1 permettent d’activer les cellules de la réponse
innée (phagocytose par exemple) et de détruire les cellules infectées afin d’éliminer le
pathogène. L’IL-21 a été décrit comrrie induisant la production d’IFN-y et les
fonctions effectrices des CTLS 10$,262,264,265 Au niveau des cellules T CD4, l’IL-2 1
n’affecte pas la production d’IFN-y par des TH’ préalablement formés in vitro 259

Cependant, l’ajout d’IL-21 durant la formation des TH1 amène une production



37

diminuée d’IfN-y par les CD4 TH’• L’IL-21 a donc un rôle important à jouer dans

l’activation des fonctions effectrices des lymphocytes T.

En résumé, l’IL-2l contribue à la survie des lymphocytes T naïfs. De plus,

elle augmente la prolifération de ces derniers lors d’une stimulation dépendante du

RCT. L’IL-21 induit l’expansion des lymphocytes T CD$ naïfs ou activés en

combinaison avec l’IL-15 ou I’IL-7 in vitro. L’alliance de l’IL-21 et de l’IL-15

augmente aussi les fonctions cytolytiques ainsi que la proportion de lymphocytes T

CD$ spécifiques à l’Ag présent lors des réponses immunitaires. finalement, pour les

cellules T CD4, l’addition d’IL-21 durant le développement de cellules TH1 diminue

la capacité de celles-ci à produire de l’IfN-y.

1.6.2.2 Effets de l’IL-21 suries lymphocytes B

Lors des premières analyses des effets de l’IL-21 sur les cellules B, il a été

démontré que l’IL-21 les stimulait de façon différentielle dépendamment de l’agent

utilisé pour leur activation. En effet, l’IL-21 inhibe la prolifération des cellules B

humaines et murines soutenue par un anti-IgM et l’IL-4 245,266 Elle co-stimule

l’expansion induite par un anti-CD4O chez les lymphocytes B humains 245 Au

contraire, cet effet est absent chez les lymphocytes B murins 266 L’IL-21 semble

donc inhiber les effets de l’IL-4 lors de l’activation des cellules B.

La fonction effectrice principale des lymphocytes B est la production d’Ac ou

immunoglobulines (1g) de différents isotypes. La souris déficiente en IL-21R possède

un compartiment B qui semble normal. Cependant, elle présente une augmentation de

la concentration en IgE (3X) et une réduction de la quantité d’IgGl (3X) et d’IgG2

(2X) dans le sérum comparativement aux souris contrôles 108,267 Le potentiel rôle de

1’IL-21 sur la commutation isotypique des cellules B, absent chez la souris IL-2 1R,

a été vérifié grâce à des protocoles d’immunisation avec ovalbumine ou Toxoplasma

gondii. Ces types d’infection génèrent une réponse qui implique une augmentation

dans la production d’IgG et ne requière pas d’IgE (pour T. gondii). Lors de
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l’immunisation des souris IL-21R’, les niveaux d’IgGl totaux et d’IgG2b et gG3
spécifiques à l’Ag étaient beaucoup moindres que chez la souris sauvage. De plus,
l’absence de réponse IgE contre T. gondii chez la souris normale était contrebalancée
par un niveau vingt à vingt-cinq fois plus élevé d’IgE chez la souris IL-21R 267

surreprésentation d’IgE a été expliquée par l’action de l’IL-4, puisqu’une souris
doublement déficiente pour l’IL-4 et l’IL-21R montrait une absence d’IgE, tout en
ayant un niveau très bas d’IgGl. Ceci implique donc que l’IL-21 et l’IL-4
réguleraient la commutation isotypique chez les lymphocytes B. Ceci est important
compte tenu que les différents types d’Ig sont utiles contre certains pathogènes de
natures différentes. L’absence d’un type d’Ig peut empêcher la réponse immunitaire
de s’ effectuer correctement.

In vitro, I’IL-2l en combinaison avec l’IL-4 et un Ac anti-CD4O augmentent
la production d’IgGl murin 267 d’IgGl, d’IgG3 et d’1g04 humains 268 Ceci est
expliqué par l’action inhibitrice de l’IL-21 sur la transcription du gène CE induite par
l’IL-4 qui permet la production d’IgE par les lymphocytes B 269 Un défaut de
signalisation dans ces deux cytokines (comme noté chez la souris IL-4’IL-21R où
tous les isotypes 1g sont diminués sauf les IgM) pourrait conduire à l’anomalie des
cellules B observée dans le syndrome XSCID 267 Une souris surexprimant l’IL-21 de
façon ubiquitaire contient des niveaux d’IgG, particulièrement d’IgGl, beaucoup plus
élevés dans le sérum, confirmant le rôle de l’IL-21 dans la production d’IgGl 270

En plus d’influencer la commutation isotypique, l’IL-2l peut provoquer
l’apoptose des cellules B naïves et activées murines in vitro 253,266 Cet effet est causé
par une diminution de l’expression des facteurs anti-apoptotiques Bcl-xL et Bd-2,
tant au niveau transcriptionnel que traductionnel. Chez les cellules B activées, l’IL-21
induit leur apoptose tout en augmentant leur entrée dans le cycle cellulaire,
permettant au nombre de cellules B de rester constant. Les lymphocytes B prolifèrent
donc grâce à l’IL-21 tout en entrant en apoptose, expliquant pourquoi il était pensé
que l’IL-21 n’avait pas d’effet sur les cellules B de souris stimulées avec un Ac anti
CD4O 266 Afin d’expliquer la pertinence de ce double rôle de l’IL-21 chez les
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lymphocytes B, une pré-culture de ces derniers avec un anti-CD4O pour une courte
période (6h) a été effectuée avant l’ajout de l’IL-21. Cette expérience a démontré que
la pré-culture avec l’anti-CD4O protégeait les cellules B de l’apoptose induite par
l’IL-21 en augmentant l’expression de Bcl-xL. Cette suite d’événements rappelle sans
doute une réponse immunitaire in vivo où le lymphocyte CD4 TH2 liera le CD4O
présent sur la cellule B afin de s’activer mutuellement, permettant alors à la cellule T
CD4 de produire de l’IL-21 et à la cellule B protégée de l’apoptose de produire des
1g 261 Ces résultats sont contraires aux effets de 1’IL-21 observés chez les
lymphocytes T. En effet, l’IL-21 induit la survie des cellules T naïves tout en
augmentant leur prolifération si une stimulation dépendante du RCT est présente.

D’un autre côté, l’IL-21 semble avoir des effets sur le développement des
lymphocytes B in vivo. Un modèle murin de surexpression de l’IL-21 humain où
celui-ci est transcrit de façon ubiquitaire (promoteur de CMH de classe I) démontre
un maintien du nombre de cellules B matures et une forte augmentation de la
population immature ainsi que des cellules plasmatiques 270 Le rôle de l’IL-2 1 dans
la différenciation terminale des lymphocytes B est consolidé par le fait qu’il induit
l’expression de Blimp-l et Bel-6, des facteurs de transcription importants dans la
différenciation des cellules plasmatiques et dans la formation des centres germinatifs,
respectivement 270

Finalement, l’IL-21 possède un rôle important dans la commutation
isotypique des lymphocytes B pour la production d’IgG. De plus, l’IL-21 induit
l’apoptose des cellules B naïves et, plus particulièrement, celle des cellules activées
via un anti-IgM ou le LPS. Au contraire, le contact de cellules B avec un anti-CD4O
protège celles-ci de l’apoptose, confirmant que l’IL-21 induit la perte de lymphocytes
B activés sans un signal de la part des cellules T.
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1.6.2.3 Effets de l’IL-21 sur les cellules NK et DC

L’effet de l’IL-15 sur les fonctions et la viabilité des cellules NK est essentiel
à la présence de celles-ci. Lors de la découverte de l’IL-21 et de sa forte homologie
avec l’IL-15, les cellules NK furent les premières cibles cellulaires à être étudiées.
Leur développement dans la MO a été d’abord étudié. Des cellules souches
hématopoïétiques humaines ont été cultivées en présence d’IL-15, F1t3 ligand et IL-
21, ce qui a permis le développement de cellules NK matures 245rn À ce moment, on
croyait donc que l’IL-21 était un facteur important dans la génération de cellules NK
matures de la MO. Pourtant, la souris IL-21R possède un développement normal des
cellules NK, renversant cette hypothèse.

Le modèle murin déficient en IL-21R a aussi démontré que les cellules NK
matures sont présentes en nombre normal et possèdent des fonctions cytolytiques
efficaces. De plus, elles répondent très bien à des signaux activateurs (poly I :C ou
IL-15) 108 Cependant, les effets de l’IL-21 varient selon l’espèce étudiée. Chez les
NK humains matures, 1’ IL-21 favorise la production d’ IfN-’ en synergie avec 1’ IL-15
et l’IL-l$ et augmente leur activité cytolytique de la même façon que pour les
lymphocytes T CTL 245,271 Toutefois, l’IL-2l inhibe la prolifération des cellules NK
naïves murines induite par l’IL-15 ou l’IL-2. De plus, elle ne favorise les fonctions
effectrices en combinaison avec l’IL-12 ou l’IL-15 que lorsque les NK ont été pré-
activés in vitro ou in vivo W8 Il faut savoir que l’IL- 15 est un facteur essentiel dans le
développement, la survie et les fonctions effectrices des cellules NK 272 L’IL-21
semble donc induire la maturation terminale des cellules NK afin de stimuler leurs
fonctions effectrices 273 De façon intéressante, la stimulation des fonctions effectrices
chez les cellules NK activées vient de pair avec une diminution de leur survie induite
par l’IL-l5, phénomène expliqué par Kasaian et al. comme un mécanisme ayant pour
but de diminuer la participation du système inné lorsque le système adaptatif est
implanté L’IL-21 agit donc, chez les cellules NK, comme un antagoniste des
effets induits par 1’ IL-15 dans un contexte murin.
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Le rôle de 1’IL-2l dans le développement et les fonctions des DC, les cellules
présentatrices d’Ag par excellence, a été étudié. La génération de ces dernières in
vitro en combinaison avec l’IL-21 a démontré une inhibition de la maturation des DC.
Ceci a été observé par la diminution de l’expression du CMII de classe II ainsi que
l’inhibition de l’expression de CCR7 (permettant la migration des DC matures aux
ganglions). De plus, les DC développées avec l’IL-21 présentaient une augmentation
de l’endocytose. Tous ces phénotypes sont caractéristiques de DC immatures 254rn Des
essais de prolifération des lymphocytes T en présence de DC développées en
présence d’IL-21 et chargées avec le peptide de l’ovalbumine ont démontré une
capacité moindre de ces DC à induire la prolifération des cellules T. De plus, la
présence d’IL-21 lors de la stimulation de DC matures par le lipopolysaccharide
(LPS) inhibe l’activation de celles-ci et leur production de cytokines pro-
inflammatoires 254 Ce phénomène pourrait permettre l’anergie de lymphocytes T
puisque les signaux de co-stimulation sont absents ou alors générer des lymphocytes
T régulateurs 261 Cependant, dans un contexte réel, la génération de DC s’effectue
dans la MO, où l’expression de l’IL-21 n’a pas été démontrée. Les DC devraient donc
se développer normalement puis se localiser à l’extérieur des organes lymphoïdes
secondaires dans l’attente d’Ag. Ce n’est que lors d’une rencontre avec un Ag
étranger que la DC migrera aux ganglions ou à la rate, et ce processus implique la
maturation de la DC. Puisque l’IL-2l est surtout produite par les lymphocytes T
CD4 activés, la DC ne devrait entrer en contact avec l’IL-21 qu’au moment d’entrer
dans les organes lymphoïdes secondaires, moment où elle présente déjà un phénotype
mature.

1.6.2.4 Signalisation par le duo IL-21/IL-21R

Les sections précédentes ont décrit les effets de l’IL-21 sur différents types
cellulaires. Cependant, les rôles présentés sont le résultat d’une transduction de
signaux intracellulaires par l’IL-2lR et la chaîne y via le système Jak!STAT
mentionné dans la section 1.2.2.1 (Tableau V). Les Jaki et Jak3 sont utilisés dans
tous les types cellulaires étudiés.
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Type de cellules Jak STAT
Leucémie de lymphocytes T Jak1246’249, Jak3249 STAT1, STAT5, STAT3249

(lignée humaine)

Lymphocytes T CD4 primaires N.D.1 STAT1, STAT3 274

(humains)

Cellules B primaires (murines) Jaki, Jak3 °
STAT5 °

Cellules NK (humaine) N.D. STAT1, STAT3, STAT4 271

1 non disponible

STAT1 et STAT3 sont aussi recrutés chez les lymphocytes T et les cellules NK.
Cependant, les lymphocytes B semblent préférer STAT5.

1.6.2.5 Effets de l’IL-21 dans des modèles de tumeur et d’autoimmunité

finalement, l’augmentation des fonctions effectrices et cytolytiques des
lymphocytes TE CD8 et NK par l’IL-21 trouve son utilité dans le traitement de
tumeurs. Par exemple, des cellules de carcinome de côlon transfectées avec le gène
d’IL-21 murin sont rejetées lorsqu’injectées dans un hôte syngénique. De plus, ces
souris développent une immunité protectrice contre cette tumeur lors d’injections
ultérieures 275rn Dans un second modèle où les souris sont injectées avec un plasmide
codant pour l’IL-21 et/ou l’IL-15 puis des cellules de lymphomes, il a été démontré
que le mélange des deux cytokines permet la régression complète des foyers
métastatiques dans le foie chez 80% des souris inoculées. Chez les souris ayant la
tumeur métastatique établie, le rejet du lymphome métastatique survient chez 40%
des souris injectées avec les plasmides codant pour l’IL-21 et l’IL-l5 276 Ce genre de
réponse immunitaire induit par l’IL-21 a aussi été étudié dans un modèle
d’adénocarcinome mammaire 264 de thymome 277 et de mélanome ou fibrosarcome
265 Dans chacun des cas analysés, une population spécifique de CTL s’est
développée, cellules dont les propriétés effectrices (cytolyse, production d’IfN-y,

perforine) sont augmentées. Ces résultats démontrent que l’IL-21 pourrait être un
agent anti-tumeur à potentiel thérapeutique.

TABLEAU V. SIGNALISATION JAK!STAT UTILISÉE PAR L’IL-21
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L’IL-21 a aussi été démontré comme ayant un effet dans le développement de

cellules autoimmunitaires. Une étude dans la souris NOD, modèle de diabète de type

I, a révélé qu’un pourcentage plus important de cellules T exprimait l’IL-21R

comparativement à un contrôle congénique NOD contenant une région protectrice

provenant d’une souris C57BL/6 (B6) (Idd3) 278 Cependant, nous avons démontré

que l’IL-21R était exprimé de façon constitutive par les lymphocytes T naïfs et

activés 107 Ceci suggère soit que les lymphocytes T de la souris NOD n’expriment

pas tous FIL-21R, soit que la méthode de détection de l’IL-21R par ce groupe n’est

pas très efficace. Il est connu que l’IL-21R est exprimé plus fortement sur les

lymphocytes T activés que sur les naïves. Il serait donc possible que l’IL-21R détecté

chez la souris congénique contrôle provienne des lymphocytes T activés.

L’accumulation de cellules T exprimant l’IL-21R chez la souris NOD serait donc le

résultat d’une augmentation de la proportion de lymphocytes T activés. Ceci serait

logique compte tenu que la souris NOD est un modèle d’autoimmunité causée par les

lymphocytes T activés. Ceci expliquerait pourquoi ce ne sont pas tous les

lymphocytes T qui expriment I’IL-21R dans le modèle NOD si la méthode de

détection n’est pas assez sensible. De plus, les auteurs mentionnent que les niveaux

d’IL-21 produits par l’ensemble des lymphocytes T retrouvés dans les souris NOD

sont beaucoup plus élevés. Cependant, compte tenu que 1’IL-2l est connu pour être

produit par les cellules T CD4 activées ainsi que les cellules stromales des organes

lymphoïdes, il serait logique que l’augmentation d’IL-21 provienne du fait que la

majorité des CD4 de la souris NOD sont activés. La comparaison entre le niveau

d’IL-21 dans la souris NOD et la souris congénique devrait donc se faire sur la base

des CD4CD44” seulement.

Une autre étude a analysé l’effet de l’administration d’IL-21 à une souris

avant l’induction de l’encéphalomyélite autoimmunitaire expérimentale (EAE). Dans

ce modèle, une protéine du système nerveux central (SNC) est injectée et créé une

réponse immunitaire qui conduit les lymphocytes T spécifiques à pénétrer dans le

SNC, induisant la maladie 279 Les données démontrent que l’administration d’IL-21

avant l’induction de l’EAE augmente la sévérité des symptômes. Cet effet n’est pas
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observé lorsque l’IL-21 est injecté après le développement de l’EAE. Ces résultats

confirment l’effet de l’IL-21 sur le développement d’une immunité dont les fonctions

effectrices sont plus efficaces 10&262,264,265• En effet, la réponse contre l’Ag dans ce

modèle est induite par les lymphocytes T activés ainsi que par les cellules NK. La

production d’IFN-y par les lymphocytes T et les cellules NK est augmentée chez les

souris traitées à l’IL-21 avant l’induction de la EAE. De plus, le retrait des cellules

NK avant l’injection d’IL-21 annihile les effets de cette dernière, puisque les souris

déficientes en NK montrent une sévérité d’EAE égale à celle des souris contrôles 279

1.6.2.6 Résumé des fonctions de l’IL-21 dans le système immunitaire

IL-21

tL-2

T
FNg

Permutation de

+ co-stimulation anti-CD4O classe lgG1 and
lgG3

t Fonctions effectrices (j)
NK + activation 4 Viabilité

IL-15 Survie

IL-21

figure 6. Résumé des fonctions de t’IL-21 dans te système immunitaire. L’IL-2 I est
connue pour entraîner la survie des lymphocytes T naïfs (I), stimuler les fonctions
effectrices des cellules CD$ cytotoxiques (2) et augmenter la prolifération induite par
un signal RCT-dépendant (3). Chez les lymphocytes B, l’IL-2 1 stimule la prolifération
(4) et active la commutation isotypique vers la production d’IgG (5). finalement, les
cellules NK activées vont présenter des fonctions effectrices augmentées (6) tout en
voyant leur survie diminuée par t’IL-21 (7). En effet, l’IL-2 I inhibe l’effet de survie de
l’IL-15 sur les cellules NK.
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L’IL-21 présente plusieurs fonctions dans le système immunitaire qui varient
selon le type cellulaire répondant à l’IL-21 ainsi que le statut d’activation de la
cellule. Sur les lymphocytes T naïfs, l’IL-21 induit la survie et augmente la
prolifération suite à une stimulation dépendante du RCT. De plus, l’IL-21 stimule les
fonctions effectrices des cellules CTL dont la production d’IfN-y et la cytolyse. Les

lymphocytes B vont proliférer suite à leur activation via un anti-CD4O en
combinaison avec l’IL-21. Chez les souris, cette prolifération est accompagnée d’une
entrée en apoptose des cellules B. L’IL-21 assure la commutation isotypique vers la
production d’IgG1 et IgG3. Finalement, chez les cellules NK, l’IL-21 augmente les
fonctions effectrices de celles-ci tout en diminuant l’effet de survie induit par l’IL-15
sur cette population.



46

PROBLÉMATIQUE

Les cytokines de classe I de la famille Yc jouent des rôles très importants dans

le développement des lymphocytes T, la régulation de leur homéostasie et de leur

réponse. L’IL-7 est essentielle à la survie des lymphocytes T naïfs in vitro et in vivo.

L’IL-2 et l’IL-l 5 induisent la prolifération et la différenciation des cellules T naïves

en effecteurs. Lors de l’élimination du pathogène, l’IL-2 agit comme un antagoniste à

la survie de la majorité des TE en favorisant leur apoptose afin de retrouver un

équilibre dans le pooi de cellules T en périphérie. La génération des cellules TM

CD4 et CD8 s’effectue grâce à la présence de l’IL-7 qui induit la survie et la

différenciation des lymphocytes TE restants. La population TM CD8 est dépendante

de l’IL-15 pour son auto-renouvellement alors que les cellules T CD4 requièrent

l’IL-7. Au moment où cette étude a été entreprise, aucune cytokine n’était connue

pour la génération et la survie des lymphocytes T CD4 mémoires. La découverte de

l’IL-21 et de son récepteur, un nouveau duo appartenant à la famille Yc, était donc très

excitante du point de vue de l’homéostasie des lymphocytes T et, peut-être, d’un rôle

chez les TM CD4. L’IL-21 partage beaucoup d’homologie avec l’IL-15, 1’IL-4 et

l’IL-2, alors que son récepteur est semblable à l’IL-2Rf3 et à l’IL-4Ra. De plus, il a

été démontré que l’IL-21 co-stimule la prolifération des cellules T RCT-dépendante

et favorise la survie des lymphocytes T naïfs en culture 107,108,245 Compte tenu que

nous avons démontré précédemment que l’IL-21 était produite de façon constitutive

par les cellules stromales des organes lymphoïdes et que son récepteur était aussi

exprimé de façon constitutive, nous avons postulé que l’IL-21 est un facteur de survie

des lymphocytes T naïfs et jouerait donc un rôle dans leur homéostasie in vivo. Pour

répondre à cette hypothèse, nous avons créé un modèle murin surexprimant l’IL-21

murin de façon ubiquitaire. En effet, l’ADNc de l’IL-21 murin a été placé sous le

contrôle du promoteur de CMH de classe I, exprimé dans toutes les cellules, et de la

séquence amplificatrice 1g. Ce promoteur est connu comme étant un promoteur fort

dans les cellules T, B et NK, permettant une expression du transgène dans tous les

compartiments lymphoïdes 280 De plus, plusieurs équipes ont utilisé ce promoteur

afin d’étudier les effets d’une cytokine de façon générale dans l’organisme 270,281
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L’objectif principal de cette étude était de caractériser les effets de la surexpression
de l’IL-21 dans le modèle de souris IL-2 1 transgénique (Tg). Des objectifs
secondaires se sont ensuite ajoutés

• analyser l’effet de l’IL-21 sur l’homéostasie des
lymphocytes T

• étudier le rôle de l’IL-21 dans l’hématopoïèse

En effet, un groupe de souris IL-21 Tg présente une accumulation de cellules T
présentant un phénotype mémoire. De plus, un deuxième groupe meurt de façon
précoce de ce qui semble être un défaut dans I’hématopoïèse caractérisé dans la
moelle osseuse par l’accumulation de cellules myéloïdes aux dépens des lignées
érythroïdes et lymphoïdes. Nous avons donc investigué l’effet inattendu de l’IL-21
dans l’hématopoïèse. Nous avons étudié l’expression de l’IL-2lR par les différentes
populations de progéniteurs de la moelle osseuse. De plus, nous avons tenté de
déterminer si le phénotype de la MO IL-21 Tg était transmissible dans une souris
receveuse irradiée.



CHAPITRE 2.

MATÉRIEL ET MÉTHODES
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2.1 MATÉRIEL ET MÉTHODES

Le matériel et les méthodes utilisés dans la majeure partie de l’étude présentée

dans ce mémoire sont décrits dans l’article qui suit cette section (Chapitre 3).

Cependant, la méthodologie utilisée concernant des travaux additionnels qui ne font

pas partie de l’article présenté ici, mais détaillés à la suite de ce dernier, sera décrite.

2.1.1 Essai de survie des lymphocytes T in vitro (article Ostiguy et al., en

préparation pour Journal ofLeukocyte Biology)

2 X 106 cellules de ganglions ont été cultivées sans stimulation dans du RPMI

1640 complet (supplémenté avec 10% sérum de bovin foetal, lmM sodium pyruvate,

0.1 mM acides aminés non-essentiels, 10 mM Hepes, 10 tM f3-mercaptoéthanol et de

la pénicilline-streptomycine) durant 72 heures en présence d’IL-21 recombinante

murine (mrIL-21) (25 ng/mL) (R&D Systems, Minneapolis, MN), de rIL-7 murine

(10 ng/mL) (Medicorp, Montreal, Qc, Canada) ou sans cytokine. Suite à l’incubation,

les cellules ont été récupérées et marquées à l’aide d’Ac anti-CD4, anti-CD8 et anti

CD44. Le 7-Amino-actinomycin D (7-AAD) (BD Pharmingen, Mississauga, ON,

Canada), un composé s’intercalant dans les acides nucléiques des cellules

apoptotiques ou nécrotiques, a été utilisé afin de mesurer la viabilité des lymphocytes

par cytométrie en flux. Dans certaines expériences, différentes populations de

lymphocytes ont été triées pour l’expression de la molécule CD44 (CD4+CD44b0,

CD4CD44’, CD8+CD44b0. ou CD8CD44). Ces sous-populations cellulaires ont

ensuite été cultivées dans les conditions et marquées avec les Ac et le 7-AAD décrites

ci-dessus.

2.1.2 Analyse du phénotype des souris IL-21 Tg (chapitre 4)

Les Ac suivants ont été utilisés: anti-CD11b (M1/70.15, Cedarlane, Hornby,

ON, Canada), anti-Grl (RB6-$C5, Caltag, Burlingame, CA), anti-Terll9 (Terll9,

Cedarlane), anti-B220 (RA3-6B2, Caltag) et anti-IgM (Caltag). Les Ac CD11b et Gr
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1 détectent les monocytes et granulocytes, l’Ac Gr-1 étant plus spécifique aux

granulocytes, mais exprimé de façon transitoire chez les monocytes en

différenciation. L’Ac anti-Terli 9 détecte les cellules érythroïdes alors que les Ac

anti-B220 et —IgM identifient les lymphocytes B. Les cellules ont été analysées sur un

fACSCalibur en utilisant le logiciel CellQuest (Becton Dicldnson) ou WinMDI

(Scripps Clinic, La Jolla, CA).

2.1.3 Reconstitution hématopoïétique à partir de la MO de souris IL-21 1g

La MO d’une souris IL-21 Tg ou contrôle (née de la même portée et de même

sexe) a été prélevée et ses lymphocytes T ont été lysés à l’aide de 1’Ac anti-Thyl et

du complément de lapin (Cedarlane). La suspension cellulaire a ensuite été ajustée à 4

X 106 cellules/rnL afin d’injecter par voie intraveineuse un volume de 500 iL (2 X
106 cellules) dans une souris receveuse syngénique B6C3F1 irradiée à 1200 rad. Les

souris transférées avec la MO Tg ou contrôle ont ensuite été injectées une fois par

jour pendant 5 jours avec une solution RPMI : eau stérile (1:1) afin d’éviter la

déshydratation. De plus, un traitement aux antibiotiques, Aposulfatrim (2.1% v/v), a

été administré durant 3 semaines dans l’eau. Les souris ayant reçu une greffe de MO

ont été analysées lorsqu’elles ont montré des signes de faiblesse, d’apathie ou

d’inconfort (position recroquevillée). La MO, la rate et les ganglions ont été prélevés

et marqués avec les Ac mentionnés dans la section 2.1.2 ainsi que dans l’article.

2.1.4 Détection de 1’IL-21R sur les progéniteurs de la moelle osseuse

La MO de quatre ou cinq souris B6 a été prélevée dans du RPMI 1640 ou du

PBS 1X!2% sérum de bovinl2 mM EDTA (lorsqu’il y avait déplétion des cellules

matures). Le marquage de surface comprenait: anti-Lin-bio (BD Pharmingen) (anti

CD3, -CDÏ lb, -Gr-l, -Terl 19 et —B220), anti-IL-7Ra-PE (pour les CLP) ou —bio

(pour les cellules myéloïdes) (A7R34, eBioscience), anti-c-Kit-APC (2B8, BD

Pharmingen), anti-Sca-1-PE-Cy5 (D7, eBiosciences). La streptavidine-APC-Cy7 a

été utilisée afin de détecter les Ac biotinylés. Les progéniteurs lymphoïdes (CLP) ont
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été identifiés selon leur phénotype LiniL-7Rc-Kit’°Sca-1’° alors que les précurseurs

myéloïdes (CMP, GMP et MEP) sont présents dans la population LiniL-7Wc-

Kit’’Sca-r. Dans certaines expériences, la suspension cellulaire de MO a été enrichie

en progéniteurs grâce à une trousse EasySep® en suivant les instructions du

manufacturier (Stemcell Technologies, Vancouver, CB, Canada). Brièvement, la

suspension cellulaire (1 X 108 cellules!mL) a été incubée avec un mélange d’Ac (anti-

Lin) couplés à la biotine. Le mélange anti-Lin comprend des Ac dirigés contre CD5

(identifie les lymphocytes T et un sous-type de cellules B, les B-1), CDI1b, Gr-1, 7-4

(détecte les neutrophiles), Terll9, B220, et permet de marquer les cellules matures.

Les cellules sont ensuite lavées avec du PBS 1X/2% sérum de bovin/2 mM EDTA,

puis marquées avec un complexe tétramérique d’Ac qui reconnaît la biotine et le

dextran fourni dans la trousse. Les microbilles magnétiques en dextran sont alors

ajoutées et la sélection magnétique permet de récupérer la suspension enrichie en

progéniteurs. L’IL-21R a été détecté sur ces différents progéniteurs suite à un

marquage avec la protéine de fusion IL-2 1fe ou IgG humain (contrôle négatif). L’IL

21Fc contient l’ADNc de I’IL-21 murine suivie de la portion Fc de l’IgG humaine 1o7

La détection de l’IL-21Fc s’effectue à l’aide d’un Ac anti-IgG (Fc spécifique) humain

couplé à l’Alexa f1uor488 (détecté en FL1) (Caltag).

2.1.5 Détection de I’IL-21R sur les progéniteurs par RT-PCR

La MO de souris B6 a préalablement été enrichie ou non en progéniteurs

grâce au kit EasySep® tel que décrit dans la section 2.1.4. Les Ac biotinylés (anti-

Lin) ont été révélés avec la streptavidine-APC-Cy7. Vingt milles progéniteurs

lymphoïdes (CLP) ou myéloïdes (CMP, GMP et MEP) ont été triés directement dans

I mL de TRizol en utilisant le fACSVantage SE. L’ARN a été extrait selon les

instructions du manufacturier (Invitrogen). L’ADNc a été synthétisé par transcription

inverse en utilisant des oligonucléotides synthétiques oligo(dT) (Invitrogen) et la

transcriptase inverse Superscript (Invitrogen). La réaction de PCR a été réalisée en

utilisant des amorces spécifiques pour l’IL-2lR murin (amorce 5’ : 5’-GCC TTA

CTC CTG CTG ATT C-3’ et amorce 3’ $ 5’-CTG AGT CCC AGG AGA TAT C-3’)
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ou pour le contrôle interne HPRT (amorce 5’: 5’-GTA ATG ATC AGT CAA CGG

GGG AC-3’ et amorce 3’: 5’-CCA GCA AGC TTG CAA CCT TAÀ CCA-3’).

L’amplification par PCR a été effectuée dans du tampon Taq iX, 1.5 mM MgC12,

0.075 mM dNTPs, 10 pmole de chaque amorce et 0.5 U d’ADN polymérase Taq. Le

produit PCR a été obtenu suite à 35 répétitions du cycle: 94°C, 30 sec; 55°C, 30 sec;

et 72°C, 30sec.



CHAPITRE 3.

ARTICLE
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Abstract

We previously demonstrated that IL-21 could mediate the survival of naîve T

lymphocytes (CD4 and CD8) as weIl as CD$ memory T celis in vitro which led us

to investigate the biological activity of IL-21 in vivo. Interestingly, our resuits have

shown that overexpression of IL-21 in transgenic mice drives the accumulation of

both CD4 and, more conspicuously, CD8 memory-like T celis. This accumulation

of memory phenotype T ceils was accompanied by a simultaneous reduction in naïve

T ceil numbers. The memory T ceils found in IL-21 Tg mice possessed the functional

characteristics of conventional memory T ceils. They were functional given their

ability to rapidly produce IfN-y upon phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)

ionomycin stimulation and to proliferate following stimulation via their TCR. In an

attempt to understand why only memory T lymphocytes accumulate in IL-2 1 Tg

mice, we have evaluated the possible influences of IL-21 on cytokine receptor

expression. We have shown that IL-21 inhibits IL-7R expression on naïve CD4 and

CD8 T ceils in vitro. This might explain why naïve T ce!! numbers declined in IL-21

Tg mice due to a lack of IL-7 survival signals. On the other hand, IL-7R expression

was not affected by IL-21 in CD4 memory T cells, allowing IL-7 dependent survival

of CD4 memory T ceils in IL-21 Tg mice. Although IL-21 also decreased IL-7R

expression in CD8 memory T ceils, this had no impact in their survival since they

are not dependant on IL-7 for their maintenance in the T ce!! pooi. Moreover, CD$

memory T celi are receptive to IL-21 survival signals thus allowing their

accumulation in IL-21 Tg mice. This study identifies IL-21 as an unexpected player

in T ce!! homeostasis and in the regulation of T ceil responses to y cytokines.

INTRODUCTION

The co-existence of naïve, effector and memory T lymphocytes in an immune system

made of a fixed number of ceils with different rotes and finite life spans requires

independent homeostatic regulation of the different T celi pools (1-4). This is

necessary to keep an optimal immune system ail life long; an individual should be

able to respond to new pathogens and to recurrent infectious agents at any time.

Members of the common gamma chain (y) cytokine family and 1CR signais play
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important and distinct roles in the homeostasis of the different T celi pools. The

maintenance of the naïve CD4 and CD$ T lymphocyte pooi is mainly regulated

through TCR interaction with self-MHC molecules (5-12) and IL-7 signais (5, 13-

15). Unlike naïve T lymphocytes, memory CD4 and CD8 T ceil survival is

independent of TCR-MHC interactions (16-18) but requires cytokine signals. The

survival of CD4 and CD8 memory T celis is regulated by different cytokines. It has

been shown that CD8 memory T celis require IL-15 for their long-term maintenance

(19-23) whule memory CD4 T lymphocytes are dependent on IL-7 for their survival

in the T ceil pool (24, 25). Although naïve and memory T lymphocytes occupy

independent homeostatic niches (3, 26), it is intriguing that CD4 memory T celis

need IL-7 like the CD4 and CD8 naïve T celi pool. This raises the possibility that

other homeostatic signal(s), such as other Yc cytokine, allow(s) for the independent

non-competitive maintenance of naïve and CD4 memory T lymphocytes. In this

context, the recent identification of IL-21 and IL-21R, which are members of the Yc

cytokine/receptor family, is of particular interest.

IL-21 and its receptor (IL-21R) are the most recent Yc cytokine/receptor pair

identified (27, 28). IL-21R associates with y which is required for signal transduction

following ligand binding (29, 30). IL-21 has pleitropic effects on B lymphocytes, T

ceils, dendritic ceils, and NK celis (reviewed in (31)), but the only prominent

phenotype identified to date in the IL-21 or IL-21R-deficient murine model is an

increase in IgE production by B lymphocytes whule IgGi production is decreased (32,

33).

IL-21 was originally found to be produced by activated CD4 T lymphocytes

(27), but recent evidences revealed a Th2 subset-specific expression (34). Moreover,

we have recently identified that stromal ceils might produce a constitutive source of

IL-21 in the immune system (35). In T lymphocytes, IL-21 was shown to co

stimulate anti-CD3-induced proliferation in addition to increasing IFN-y production

and effector ceil functions in CILS (27, 32, 36). IL-21 was also found to synergize

with IL-15 and, to a lower extent, with IL-7, in regulating the function and expansion

of naïve and memory-phenotype CD$ lymphocytes (37). Moreover, we recently



58

described resuits demonstrating a foie for IL-21 in mediating the survival of naïve

CD4, CD8, and, to a iesser extent, of CD$ memory T ceils in vitro (35).

Since we previously demonstrated that IL-21 could mediate the survivai of

naïve T lymphocytes (CD4 and CD8) as well as CD8 memory T ceils in vitro, we

decided to investigate its biological activity in vivo by overexpressing IL-21 in

transgenic mice. Interestingly, our resuits show that overexpression of IL-2 1 in

transgenic (Tg) mice drives the accumulation of both CD4 and, more conspicuously,

CD$ memory-like T ceils. This accumulation of memory phenotype T celis is

accompanied by a simultaneous reduction in naïve T ceil numbers. The memory T

ceils found in IL-21 Tg mice possess the functionai characteristics of conventional

memory T celis. They are functional given their ability to rapidly produce IfN-y upon

phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)-ionomycin stimulation and to proliferate

foliowing stimulation via their TCR. In an attempt to understand why only memory T

lymphocytes accumulate in IL-21 mice, we have evaiuated the possible influences of

IL-21 on the celi surface expression of cytokine receptors. We have shown that IL-21

inhibits IL-7R expression on naïve CD4 and CD8 T celis in vitro. This might

explain why naïve T ceil numbers declined in IL-21 Tg mice due to a iack of IL-7

survivai signais. On the other hand, IL-7R expression was flot affected by IL-21 in

CD4 memory T ceils, allowing IL-7 dependent survival of CD4 memory T celis in

IL-21 Tg mice. Although, IL-21 also decreased IL-7R expression in CD8 memory T

celis, this had no impact in their survival since they were flot dependant on IL-7 for

their maintenance in the T celi pool. Moreover, CD8 memory T ceil are receptive to

IL-21 survival signais (35) thus allowing their accumulation in IL-21 Tg mice. This

study identifies IL-2 1 as an unexpected player in T celi homeostasis and in the

reguiation of T ceil responses to c cytokines.

RESULTS AN1 DISCUSSION

Generation and characterization of IL-21 Tg mîce

Our recently obtained data have demonstrated a role for IL-21 in promoting survival

of naïve CD4 and CD8 as well as activated/memory CD$ T celis in vitro (35).

Moreover, we have shown that IL-21 is constitutively produced by lymphoid organ
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stromal ceils and that IL-21R is constitutively expressed by T celis (35). This led us

to hypothesize that overproduction of IL-21 in transgenic mice might enlarge the

naïve T ceil pool by promoting naïve T ceil survival. To test this possibility, we

overexpressed IL-21 in mice using a transgene (Fig. lA) in which IL-21 expression is

driven by the MHC class I promoter and 1g enhancer (38). Unexpectedly, IL-21 Tg

mice had a drastically shortened life span (Fig. 1 B). Moreover, ail transgenic mice

were smaller in size and weight (usually 50% of wt negative littermate, data flot

shown). Unfortunately, the impaired survival of IL-21 Tg mice prevented breeding

and backcrossing to C57BL/6 (B6) mice. To study the effects of IL-21

overexpression, we generated 31 independent IL-21 Tg founders. Importantly,

histological analysis of ail organs in IL-21 Tg mice showed no gross abnormalities

(data flot shown). Moreover, we neyer detected any leukocytic infiltrations nor

tumour development in IL-21 Tg mice (data not shown). Further analysis of IL-21 Tg

mice revealed that their death occurred due to a defect in hematopoiesis, which led to

the accumulation of myeloid ceils and severely reduced erythropoiesis (È.-L. Allard

and N. Labrecque, manuscript in preparation). Based on their survival, IL-21 Tg mice

could be divided into two groups of mice. The group 1 contains mice (-7O%) whose

life span spreads the first three weeks following birth, whule group 2 represents the

remaining mice. Only analyses of the T ceil phenotype in IL-21 Tg mice from group

2 are presented here since very young mice (group 1) had very few T celis.

Characterïzation of T ceils from IL-21 Tg mice

To evaluate the effect of IL-21 overexpression in mice, we analyzed the cellular

composition of secondary lymphoid organs in wt and IL-21 Tg mice. Fig. 2 A shows

that mature T and B ceils were present in the lymph noUes (LNs) and spleen of IL-2 1

Tg mice. The proportion (Fig. 2A) and number (Fig. 3A and C) of the different B celi

populations were flot affected by IL-21 overexpression. However, the distribution and

numbers of T ceil subsets were affected in both the spleen and LNs of IL-2 1 Tg mice

(Fig. 2 A and Fig. 3 A, C). We aiways observed a decrease in the percentage and

numbers of CD4 T ceils in secondary lymphoid organs of IL-21 Tg mice when

compared with their negative littermates (Fig. 2 A and fig. 3 A, C). Moreover, CD8
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T lymphocytes were increased in proportion and in numbers in IL-21 1g mice (Fig. 2

A and Fig. 3 A, C). The decreased representation of CD4 T ceils and the

simultaneous increase in CD8 T cells led to a reduction in the CD4/CD8 ratio in IL-

21 Tg mice. Importantly, IL-21 overexpression had only littie impact on the absolute

cell numbers that were recovered from LNs and spleen (Fig. 3 C). This is strike

contrast to what is observed when the prosuwival cytokine, IL-7, is overexpressed in

vivo (39).

b understand why CD8 I celis accumulate, we further evaluated the

composition of the T celi pool in the secondary lymphoid organs of IL-21 1g mice.

We stained T lymphocytes with mAbs directed against markers specific for naïve,

activated and memory T ceil subsets. Most of their spleen and lymph node (LN) T

cells had a naïve phenotype (CD4410 and CD62L’’). Unexpectedly, most of the IL-21

1g CD4 and CD8 T ceils were bearing hallmarks of a memory phenotype (CD44

and CD621J0) compared to their wt littermates (Fig. 2 B,C). We further confirmed

their memory phenotype by staining IL-21 1g T lymphocytes with markers known to

be specific for memory T ceils. Remarkably, the majority of CD8 I cells (53-88%)

in IL-21 1g mice possessed a memory phenotype as illustrated by their high level of

expression of CD44, Ly6C (Fig. 2 B,C) and CD122 (data flot shown). Similarly, a

high proportion (35-54%) of CD4 T ceils had a memory phenotype as shown by

their high level of CD44 and low level of CD45RB expression, albeit to a lesser

extent then their CD8 I ceil counterpart. The expression of activation markers such

as CD25 and CD69 was similar in IL-21 Tg and wt mice (data flot shown). The

accumulation of memory CD4 and CD$ T lymphocytes was even more impressive

in absolute ceil numbers (Fig. 3 A, B). The increased number of CD8 memory

phenotype T lymphocytes explains the decreased CD4/CD8 ratio in IL-21 1g mice

(Fig. 2 A,B and Fig. 3 A,B). Moreover, the reduced numbers of CD4 T cells mainly

accounted for a loss in naïve CD4 T ceils (—5-fold reduction) (Fig. 3A,B).

To determine whether the enlargement in the memory T ceil pooi in IL-21 1g

mice arose due to clonal or oligoclonal expansion of T celis, we analyzed I ceil 1CR

Vf3 repertoire in IL-21 1g mice using a panel of different anti-TCR V3 Abs. As
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shown in Fig. 2D, no skewing in TCR V3 usage was observed in IL-21 Tg mice

when compared to wt mice (negative littermates).

These resuits suggested that IL-21 promoted the survival of memory T ceils

which leU to their accumulation, mostly of CD8, at the expense of naïve T ceils.

These resuits seem to confirm ouï previous data indicating a role for IL-21 in

promoting survival of memory phenotype CD8 T ceils while they are in conflict with

ouï observations that IL-21 promotes naïve T celi survival (35). Moreover, the

accumulation of memory phenotype T celis that we observed in IL-21 Tg mice was

similar to the one observed by Kieper et al. when they overexpressed IL-7, except for

the maintenance of a normal reservoir of naïve T celis in IL-7 Tg mice (39). The

experiments described below evaluated the functionality of memory-phenotype T

lymphocytes and suggest a possible mechanism for memory T ceil accumulation and

naïve T cell loss in IL-21 Tg mice.

Functionality of IL-21 1g memory phenotype T celis

We evaluated the functional capacity of IL-21 Tg memory T ceils based on two

characteristics. First, upon an in vitro 4-hour restimulation with PMA-ionomycin,

memory T celis will produce IFN-y while naïve T lymphocytes wiil flot be able to

secrete WN-y in such a short period of time (40, 41). Second, memory T ceils will

undergo quicker mitogen-induced proliferation and will respond to lower dose of Ag

or mitogen than naïve T ceils (42-44). As shown in Fig. 4 A, IL-21 Tg and wt CD4

memory T celis (CD44 and CD45RBI0) produced IFN-y in similar proportion, 44%

and 38% respectively, after 4h of stimulation with PMA and ionomycin. The levels of

production as evaiuated with the mean fluorescence intensity (MFI)) were

comparable in IL-21 Tg and wt memory CD4 T celis (124 versus 195). Strikingly,

the proportion of CD8 memory T lymphocytes (CD44’ and Ly6dhi) synthesizing

IFN-y was much higher in IL-21 Tg (91%) than in wt (70%) mice (Fig. 4A).

Moreover, the level of IFN-y production was also higher in IL-21 Tg (MFI of 427)

than in wt (MFI of 240) memory CD8 T lymphocytes. Furthermore, the comparison

of IFN-y production by ail CD8 T ceils in IL-21 Tg and wt mice confirmed the

memory phenotype seen in IL-21 Tg mice. As shown in Fig. 4A, 78% of Tg CD8 T
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ceils produced IFN-7, while only 33% of CD8 T ceils did in littermates. Ihe higher

level of IFN-y produced by IL-21 1g CD8 memory T ceils compared to those from

wt mice may have arisen from the known ability of IL-21 to increase effector

functions in I celis (27, 32, 36, 37).

We then monitored the proliferative capacity of 1g CD44hi T ceils to different

concentrations of anti-CD3 Abs (0.03 to 3 tg/mL) after 72h of stimulation using

CFSE labelled 1 celis. IL-21 Tg CD44’ CD4 1 ceils initiated proliferation at 0.1

ig/mL of anti-CD3 Abs as did their wt counterparts (Fig. 4B). At higher

concentration of anti-CD3 Abs, we saw the appearance of a population of I ceils

refractory to proliferation only in IL-21 1g mice. Further studies are required to

understand why some CD44’ CD4 1 celis do flot proliferate following anti-TCR

stimulation. On the other hand, CD44’ CD8 T celis from IL-21 1g mice showed

massive and more extensive proliferation (Fig. 4B) at the lowest anti-CD3 Abs

concentration used (0.03 ig/mL) when compared to wt CD44hi CD$ I celis. As

shown in Fig. 4B, only 35% of IL-21 1g CD44hi CD8 I ceils did not proliferate

compared to 81% in wt mice.

Until now, we demonstrated that overexpression of IL-21 resulted in the

acquisition of a memory phenotype for most of the Tg CD8 and about a third of 1g

CD4 T celis. These IL-21 1g memory I ceils were shown to have enhanced

functional capacities in terms of IFN-y production following PMA-ionomycin

stimulation and were able of ICR-dependent proliferation. However, we were

puzzled with the fact that we previously described IL-21 as mediating the survival of

naïve T cells in vitro (35), but these were remarkably reduced in cdl number and

proportion in IL-21 1g mice. Moreover, we also have previously demonstrated that,

in vitro, IL-21 alone did not promote the conversion of naïve T ceils (CD4410)

towards an activated/memory (CD44) phenotype. Since IL-15 1g mice show

increased numbers of Ag-specific CD$ 1m in vivo (45-47) and IL-21 is known to

synergize with IL-15 in the expansion of CD8 T celis (37), it might be that

overexpression of IL-21, together with the in vivo available IL-15, drives naïve CD8

I celis into homeostatic proliferation which leads to the acquisition of memory CD8

T ceil phenotype (48). However, this did not explain the disappearance of naïve CD4
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lymphocytes, which are flot responsive to IL-15 signais. A possible explanation was

that IL-21 regulated cell surface expression of cytokine receptors involved in the

regulation of T celi survival and homeostasis. A similar situation was recently

observed by Park et al. who have shown that members of the Yc cytokine family

downregulate celi surface expression of the IL-7R (49).

Suppression of IL-21R, IL-7RŒ and IL-2Rf3 expression by IL-21 in vitro

To try to understand the potential outcomes IL-21 had in vivo on T celi homeostasis,

we determined the effect of IL-21 on IL-21R, IL-7RŒ and IL-2R3 (CD122)

expression by T ceils after 48h of in vitro exposure to the cytokine. In our analysis of

cytokine receptor expression, we separated T celis based on their expression of CD4,

CD8 and CD44 to discriminate effects on naïve versus activated/memory T

lymphocytes. In contradiction to another report which showed the opposite (on

human naïve CD8 T ceils) (50), in our hands, IL-21 exposure of resting T ceils lcd to

the downregulation of its own receptor expression on ail T celi subsets analyzed

(Fig. 5). This was an interesting observation since Yc cytokines are known to usually

upregulate their own receptor expression (51, 52), the only exception being IL-7 (49).

Very interestingiy, IL-7 was reported to inhibit IL-7R expression in vitro and in vivo,

thus allowing more naïve T celis to receive survival signais through the Iimited

amounts of IL-7 (49). It is tempting to speculate that IL-21 down-regulates its own

receptor expression for the same reason as IL-7. This reinforced a possible roie for

IL-21 in T ceil survival and homeostasis.

The recent observation that the other prosurvival Yc cytokines (IL-2, IL-4, 1L6

and IL-15) reduced IL-7R expression on resting T cells (49) ieads us to evaluate if the

newest Yc cytokine, IL-21, also influences IL-7R expression. A possible influence of

IL-21 on IL-7R expression in T lymphocytes of IL-21 Tg mice might explain the

reduced number of naïve T ceiis observed in our IL-21 Tg mice. Thus, we evaluated

the expression of the IL-7R on T cells after an in vitro exposure of 48h to IL-21. As

other y cytokines, IL-21 reduced IL-7R expression on both CD4 and CD8 naïve

(CD4410) T celis (Fig. 5). This may have huge impact on the in vivo survival of naïve

T ceils in our IL-21 Tg mice since IL-7 is critical for their survival and maintenance
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in the T ceil pool (13, 15). However, this suggested that IL-21 signais can flot replace

IL-7 effect in promoting naïve T ceil survival in our IL-21 1g mice. This was

intriguing since both IL-7 and IL-21 promoted I ce!! survival by inducing the

expression of the anti-apoptotic molecule Bd-2 and by activating the

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) pathway (35, 53, 54). Nevertheless, we cannot

exciude a simple toxic effect of massive amounts of IL-21 causing death of naïve I

celis in our 1g mode!, a!though it is difficult to understand how this effect would only

occur in naïve I lymphocytes.

We further evaluated if in vitro IL-21 exposure influenced IL-7R expression

by activated/memory (CD44h) T celis (Fig. 5). Indeed, IL-7R expression was reduced

on CD44ht CD8 I cells, but maintained on CD44 CD4 T lymphocytes (Fig. 5).

CD8 memory T ceils are independent of IL-7 for their maintenance (13), so reduced

expression of IL-7R should not affect their survival in IL-21 1g mice. A different

picture emerged for CD44hi CD4 T ceils. As shown in Fig. 5, in vitro, IL-21 had no

effect on IL-7R expression by CD44’ CD4 I lymphocytes. Very interestingly, the

CD4 memory I ceil pooi was enlarged in IL-21 1g mice despite our observations

that IL-21 was flot able to promote memory phenotype CD4 I ceil survival. Ihe lack

of effect of IL-21 on IL-7R expression on CD44 CD4 T cei!s might allow for their

efficient maintenance in vivo in IL-21 1g mice. Furthermore, their increase in

number observed in IL-21 1g mice might have resulted from the enhanced

avaiiability of IL-7 due to reduced consumption of IL-7 by naïve T celis that lost IL

7R in IL-21 1g mice.

Finally, we looked at the effect of IL-21 exposure on the expression of the IL

2R (CD122) chain by resting T ceils. The IL-2RF3 chain is used by both the IL-2R

and IL-15R and is mostly expressed by CD44hi CD$ I ceils. In opposition to Mves

et al. (50), but in agreement with Kasaian et al. (32), IL-2R expression was

decreased but not completely abrogated on activated/memory CD8 T ce!!s fol!owing

culture with IL-21. Ihis was unexpected given the CD8 memory phenotype seen in

IL-21 1g mice and the importance of IL-15 in promoting survival of these celis. One

way to reconcile these data is the fact that both IL-15 and IL-21 have survival effects

on CD8 memory I celi population (19-23, 35), and that high levels of IL-2RE3
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expression are flot needed for IL-15-induced CD$ memory T celi proliferation or

survival (23). Moreover, it was shown that a population of IL-15-independent CD8

memory T ceils with a CD44CD122b0 phenotype was stili present in IL45 or IL

15R mice (20, 55). The survival and/or proliferation of these celis may be

dependent on IL-21, explaining their presence in IL-15’ and IL-15R mice.

In conclusion, IL-21 Tg mice revealed a new role for IL-21 in promoting

memory T ce!! accumulation. Moreover, IL-21 overexpression leU to an imbalance in

normal T celi homeostasis by affecting expression of cytokine receptors participating

in the regu!ation of the different T cel! pool maintenance. These new functions of IL-

21 will have to be considered before manipulating IL-21 levels in patients to treat

cancer or autoimmune disease.
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MATERIAL AND METHODS

Mice and generation of IL-21 1g mice. C57BL/6 (B6) mice were obtained from

Charles River (USA) or bred at the Guy-Bernier Research Center under SPF

conditions. b generate IL-21 1g mice, the ftll-length murine IL-21 cDNA vas

amplified by PCR and subcloned into the pHSE vector, which contains the H2kb

promoter, the 1g enhancer and the human j3-globin spiicing and polyadenylation

sequences (3$). 1g mice were generated by microinjection of the transgene into

(B6XC3H)F1 eggs using standard procedure. IL-21 1g mice were genotyped by

southern blot using a probe derived from the IL-21 cDNA. Mice were used according

to the protocols approved at the Guy-Bernier Research Center.

fIow cytometry. The following Abs were used: anti-CD4 (L3/T4, Cedarlane), anti

CD$ (53-6.7, BD Biosciences; CT-CD$a, Cedarlane), anti-CD44 (1M7, BD

Biosciences), anti-CD62L (MEL-14, Caltag), anti-Ly6C (AL-21, BD Biosciences),

anti-CD122 (5H4 or TM-1, BD Biosciences), anti-CD45RB (16A, BD Biosciences),

anti-B220 (RA3-6B2, Caltag), anti-IgM (Caltag), anti-IL-7RŒ (A7R34, eBioscience),

and anti-TCR V13 screening panel (BD Biosciences). Ceil stainings were performed

on ice in fACSwash (DMEM without phenol red supplemented with 3% heat

inactivated horse serum, 0.03M Hepes and 0.1% NaN3) and analyzed on a

fACSCalibur using CellQuest software (Becton Dickinson) or WinMDI software

(from Joseph Trotter, Scripps Clinic, La bila, CA).

IL-21R expression was detected as previously described (35). Briefly, celis

were incubated with 50 ng of IL-2lFc fusion protein or human IgG followed by

biotinylated-goat F(ab’)2 anti-human IgG (Fc specific) (Caltag) and SA-PerCP

(Caltag).

Detection of ex vivo IFN-y production. Spienocytes (106 cells/mL) were stimulated

with PMA (50 ng/mL, Sigma-Mdrich) and ionomycin (500 ng/mL, Sigma-Aldrich)

in complete RPMI medium supplemented with 10% FBS (Invitrogen) for 4h at 37°C.

10 j.tg of brefeldin A (Sigma-Alrich) per mL of celis was added to the culture for the

last 2h. Celis were fixed in 2% formaldehyde in PBS 1.2X for 20 min at room
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temperature. 106 celis were stained with anti-IFN-y (clone XMG1.2, Caltag) Abs

diluted in 0.5% saponin (Sigma-Aldrich) for 30 min at room temperature. Celis were

washed twice before ceil surface staining with anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RB and

anti-Ly6C Abs.

Anti-CD3 stimulation. Spienocytes (107/mL in PBS) were labelled with 0.5 jiM

CFSE (Molecular probes, Eugene, OR) for 10 min at 37°C and then washed 3 time in

RPMI supplemented with 10% FBS. 2 X 106 CFSE labelled ceils were stimulated in

24-well plates coated with different concentrations (0 to 3 ig/mL) of anti-CD3 Abs

(145-2C11, Cedarlane). After 72h, ceils were hawested and stained with anti-CD4,

anti-CD$ and anti—CD44 Abs before FACS analysis.

Effect of IL-21 on Yc cytokine receptor expression. B6 LN ceils (2 X 106 cells/mL)

were cultured for 48h in RPMI complete medium containing murine rIL-21 (25

ng/mL) (R&D Systems) or murine rIL-7 (10 ng/mL) (Medicorp). Ceils were

harvested and then stained with either anti-IL-7Ra or anti-IL-2Rr3 mAbs or IL-21Fc

fusion protein in combination with anti-CD4, anti-CD8, anti-CD44 Abs followed by

FACS analysis.
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FIGURE LEGENI)S

Figure 1. Impaired survival of IL-21 transgenic mïce. (A) Structure of the IL-21

transgene. The murine IL-21 cDNA (450 ph) was subcloned into the pHSE vector

containing the H2Kb promoter, 1g enhancer and the human j3-globin spiicing and

polyadenylation sequences. X, XhoI; S, Sali; B, BamHI; E, EcoRL (B) Suwival

curve of IL-21 1g mice. The survival rate of 31 individual founders is shown over

time.

Figure 2. IL-21 overexpression Ieads to the accumulation of memory phenotype

T cefis. (A) Lymphocyte subsets distribution in the spleen and LN of the IL-21 Tg

mice and their negative littermates. CD4/CD8 (left dot plots) and B220/IgM (right

dot plots) profiles from wt and IL-21 tg mice from the LN (top panels) or spleen

(bottom panels). LN and spleen ceil suspensions were stained with mAbs directed

against CD4, CD8, B220 and IgM. The percentage of CD4, CD8, B220IgM,

B220igM and B220’’IgM celis is shown on each dot plot. (B) Phenotype of IL-2 1

Tg CD4 T lymphocytes. CD44/CD62L (left dot plots) and CD44/CD45RB (right dot

plots) profiles gated on CD4 T ceils from LN (top panels) and spleen (bottom

panels) of wt and IL-21 Tg mice. LN and spleen ceil suspensions were stained with

anti-CD4, anti-CD44 and anti-CD45RB Abs. (C) Memory phenotype of IL-21 Tg

CD8 T celis. CD44/CD62L (left dot plots) and CD44/Ly6C (right dot plots) profiles

gated on CD8 T celis from LN (top panels) and spleen (bottom panels) of wt and IL-

21 Tg mice. LN celis and spienocytes were stained with anti-CD8, anti-CD62L, anti

CD44 and anti-Ly6C. (D) T celi repertoire of IL-21 1g mice. 1CR Vf3 use by CD4

(white bars) and CD8 (black bars) I lymphocytes from IL-21 1g and wt mice. LN

ceils were stained with anti-CD4, anti-CD$, anti-CD3 and a panel of anti-ICR Vf

Abs. The FACS analyses from panel A to C are representative of 8 independent IL-

21 Tg founders while the data from panel C is from 2 different founders. The wt mice

used in all experiments were negative littermates.
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Figure 3. Analysis of lymphoid cellularity in IL-21 Tg and control mice. (A)
Cellular composition of the lymph nodes from IL-21 Tg and control mice. The

analyses were done on pooled axiliary, inguinal and mesenteric lympli nodes. (B)
Spienic cellularity in IL-21 Tg mice. (C) Total ceil number of secondary lymphoid

organs and spienic B ceil numbers recovered from IL-21 Tg mice. Absolute numbers
of total organ and different lymphocyte subsets are shown. Mean +1- SEM is
represented. IL-21 Tg mice (white squares), negative littermates (black squares). Tm,
memory T ceils.

Figure 4. Functionat capacity of IL-21 Tg memory phenotype CD4 and CD8 T

lymphocytes (A) Rapid IFN-y production by IL-21 Tg memory phenotype T ceils.
Splenocytes were stimulated with PMA (50 ng/mL) and ionomycin (500 ng/mL) for

4h. Brefeldin A (10 jig/mL) was added during the last 2h of culture. Ceils were then

fixed in formaldehyde followed by staining with anti-IFN-y, anti-CD4, anti-CD8,

anti-CD44 and anti-CD45RB Abs. Fluorescence histograms show IFN-y production

gated on CD4 (left histograms) or CD8 (right histograms) T ceils from wt (top

panels) and IL-21 Tg (bottom panels) mice. The thin une represents IFN-y production

by total CD4+ or CD$+ T celis while the bold une shows IFN-y production by

memory CD8 (Ly6Chi) or CD4 (CD45RBb0) T lymphocytes. The dotted line
stands for isotype control staining. The percentage of memory T lymphocytes (bold)

and total lymphocytes (normal) producing IfN-y are indicated on the histogram. Wt
mice correspond to IL-21 1g negative littermates. (B) Normal proliferation of
memory phenotype T celis from IL-21 1g mice following anti-CD3 stimulation. IL-
21 1g and wt (negative littermates) spienocytes were labeled with CFSE and in vitro

stimulated with different concentrations of anti-CD3 Ab (0.03 to 3 ig/mL). 72 h later,
ceils were stained with anti-CD4, anti-CD8 and anti-CD44 Abs followed by FACS
analysis. CFSE profiles gated on CD4CD44” (left histograms) or CD$CD44 (right
histograms) T celis from wt or IL-21 1g mice are shown for the different anti-CD3
Ab concentrations. Thin une, CFSE profiles obtained after anti-CD3 stimulation;
dotted line, CFSE fluorescence by unstimulated ceils.
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Figure 5. IL-21 regulates Yc cytokine receptor expression on T lymphocytes in
vitro. B6 LN celis (1 X 106 /mL) were cultured either with rIL-21 (25 ng’mL), rIL-7
(10 ng/mL) or medium alone for 48 h. Celis were then harvested and stained to detect
IL-21R, IL-7Ra and IL-2Rj3 expression by the different T ce!! subsets. rnAbs were
used to detect IL-7Ra and IL-2R13 expression while an IL-21fc fusion protein was
used to detect IL-21R expression. The expression profiles of the different y cytokine
receptors after culture with cytokines are compared to fresh!y harvested LN ceils.
Bold !ine, culture with rIL-21; thin une, culture with rIL-7; dotted une, ex vivo;
dashed fine, isotype (note that the staining for the different isotypes overlaid).
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CHAPITRE 4.

RÉSULTATS SUPPLÉMENTAIRES
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4.1 PARTICIPATION À L’ARTICLE OSTIGUY ET AL. INTITULÉ «IL-21
PROMOTES T LYMPHOCYTE SURVIVAL> EN PRÉPARATION POUR
JOURNAL 0F LEUKOCYTE BIOLOGY

Ma contribution a consisté à évaluer l’effet de l’IL-21 sur les différents sous-
types de lymphocytes T, basé sur leur expression de la molécule CD44, i.e.
d’analyser le rôle de l’IL-2l sur la viabilité des lymphocytes naïfs (CD4410) versus

activés/mémoires (CD44). Ce résultat est présenté dans ce mémoire puisqu’il
contribue à l’interprétation des résultats obtenus avec la souris IL-2 1 1g.

4.1.1 L’IL-21 induit la survie des lymphocytes T in vitro

Notre laboratoire a démontré que l’IL-21 favorisait la survie des lymphocytes
T en culture 107 Cependant, nous voulions étudier l’effet de l’IL-21 sur la viabilité
des lymphocytes T CD4 et CD8 selon leur expression de CD44 afin de déterminer
si la survie observée était applicable à toutes les sous-populations de lymphocytes T.
Nous avons donc comparé la survie induite par l’IL-21 sur les cellules T naïves
(CD44b0) versus activées/mémoires (CD44’”). Comme prévu, 1’IL-2 1 induit la
survie des cellules T CD4 et CD8 naïves (58% ± 1.3% et 50% ± 6.7%
respectivement) comparativement au milieu seul (27% ± 4.8% et 18% ± 2.2%
respectivement) (Figure 7A). De façon très intéressante, nous pouvons aussi constater
un effet sur la population CD8 activée/mémoire (22% ± 2.1%) qui est absent chez
leur vis-à-vis CD4 (22% ± 11%) par rapport au contrôle sans cytokine (6% ± 1.4%
et 29% ± 5.3% respectivement). Deux scénarios peuvent expliquer la raison de cette
augmentation de viabilité chez les lymphocytes CD8 activés/mémoires.
Premièrement, l’IL-21 pourrait avoir un effet positif direct sur la survie de cette
population. Deuxièmement, I’IL-21 pourrait induire l’expression à la hausse de CD44
sur les cellules T CD8 naïves, expliquant l’augmentation de la population de
lymphocytes T Puisque nous avons démontré que l’IL-2 1 favorise la
survie des cellules T naïves, il est possible que les lymphocytes CD$ naïfs aient reçu
un signal de survie de l’IL-21 et aient été induits à se différencier. Afin de vérifier
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Figure 7. L ‘iL-21 induit la survie des lymphocytes T naïfs et des cellules T CD8activéesimémoires. (A) Viabilité des cellules CD4+ et CD8+ en fonction de l’expression de CD44en présence ou absence de rIL-21 ou rIL-7. Une suspension cellulaire de ganglions lymphatiques desouris B6 a été cultivée in vitro pour 72h sans stimulation en présence ou absence de rIL-21 (25ng/mL) ou rIL-7 (10 ng/mL). Le pourcentage de viabilité a été obtenu suite à un marquage au 7-AAD en combinaison avec des Ac dirigés contre CD4, CD8 et CD44. (B) Viabilité des cellules TCD4+ et CD8+ triées en fonction de leur expression de CD44. Une suspension cellulaire deganglions a été triée selon les phénotypes suivants: CD4+CD44l0w, CD4CD44’, CD8+CD44I0wCD$CD44’’ et cultivés in vitro pour 72h tel que décrit en A. Le pourcentage de viabilité etl’expression de CD44 ont été analysés suite à un marquage au 7-AAD en combinaison avec un Acanti-CD44. (C) L’IL-21 n’induit pas la différenciation des lymphocytes T naïfs. L’expression deCD44 est démontrée avant le tri (trait fin), après le tri (trait pointillé) et après culture de 72h avec lerIL-21 (trait gras). Données représentant trois expériences indépendantes. Les statistiques ont étéobtenues en utilisant un test T de Student bilatéral où *
= p <0.05, **

p <0.01, = p <0.005,
= p <0.0005 and = p <0.00005.

cette hypothèse, nous avons trié des cellules CD4 et CD$ selon leur expression de
CD44 et les avons cultivées avec rIL-21 (25 ng/mL) pour 72h. Ces cellules ont été

Milieu rlL-21 rIL-7

I I
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ri L-21

marquées avec le 7-AÀD et un Ac anti-CD44 afin de vérifier si son expression
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augmentait suite à la culture avec l’IL-21. Tel qu’illustré dans la figure 7B, nous

avons pu constater que l’IL-21 avait un effet direct sur la survie des lymphocytes T

naïfs sans toutefois activer ces derniers (figure 7C). De plus, l’IL-21 semble avoir un

effet direct sur la survie des lymphocytes CD$ activés/mémoires, mais cet effet est

absent sur la population CD4 activée/mémoire. La survie observée chez les

lymphocytes T CD8 activés/mémoires est donc le résultat de la culture avec l’IL-21

et non de la différenciation des cellules naïves vers un phénotype mémoire.

4.2 PERTURBATION DE L’HÉMATOPOÏÈSE CHEZ LA SOURIS IL-21 TG

L’article présenté au chapitre 3 de ce mémoire décrit l’accumulation de

lymphocytes T mémoires chez la souris IL-21 Tg (voir chapitre 3). Cependant, la

surexpression de l’IL-21 provoque aussi un deuxième effet chez la souris Tg qui

altère le développement hématopoïétique. Ce processus altéré chez la souris IL-21 Tg

conduit à la mort de celle-ci. Nous avons mentionné dans l’article qu’environ 70%

des souris IL-21 1g mourraient durant les 3 premières suivant la naissance. Nous

avons appelé celles-ci groupe 1. Les cellules de ces souris IL-21 1g ne présentent pas

le phénotype mémoire, mais ont un développement hématopoïétique changé. Les

souris IL-21 Tg du groupe 2, englobant les autres souris, ont aussi un défaut

hématopoïétique en plus de développer une accumulation de lymphocytes T

mémoires. Les résultats qui seront présentés vont dépeindre le phénotype

hématopoïétique observé dans le modèle murin afin d’apporter des réponses

préliminaires pour expliquer la nature de ce phénomène.

4.2.1 Accumulation de cellules de la lignée myéloïde chez la souris IL-21 Tg

La mort des souris IL-21 1g du groupe 1 nous a amené à investiguer le

développement hématopoïétique chez la souris IL-21 Tg puisqu’en histologie, tous

les autres organes étaient normaux. L’ analyse de coupe histologique de la MO montre
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une hypercellularité dans celle-ci (Figure sA). De plus, on observe une accumulation

importante de neutrophiles dans la rate (Figure $3). Ces observations nous ont

amenés à caractériser les populations cellulaires présentes dans la MO et la rate par

cytoméffie en flux.

A

Moelle osseuse
(1OX)

B

Rate (25X)

figure 8. Histologie de la moelle osseuse et de ta rate de souris IL-21 Tg
colorée avec hématoxytine-éosiite. L’os du bras (A) et la rate (B) ont été
prélevés dans le formol, puis fixés sur paraffine. Les coupes ont ensuite été
colorées avec l’hématoxyline-éosine. Nous remarquons la présence de nombreux
neutrophiles dans la MO IL-21 Tg ainsi que dans la rate.

L’analyse du profil FSC/SSC de la MO démontre une accumulation massive de

cellules myéloïdes immatures (fSC’SSC) chez la souris IL-21 Tg (figure 9). Cette

augmentation du nombre de cellules myéloïdes immatures est accompagnée de la

diminution des cellules lymphoïdes (fSCI0SSCI0) (figure 9). Ceci a été confirmé par

l’absence de lymphopoïèse B dans la MO de la souris IL-21 Tg, caractérisée par la

disparition de la population B22OEIgM chez les groupes 1 et 2 de souris IL-21 Tg

(souris contrôle : 3.7 X 106 vs souris IL-21 Tg: 1.5 X i0 pour le groupe 1, 5.1 X 106

vs 4.7 X l0 pour le groupe 2) (Figures 9 et 10). Le phénotype myéloïde chez les

souris des groupes I et 2 a été confirmé par l’observation d’une accumulation de

cellules myéloïdes CD1 1bGr-l, et ce, en terme de pourcentage



Rate

Contrôte

IL-21 tg

Figure 9. Accumulation de cellules myéloïdes dans la MO et la rate des souris IL-21 Tg.
Analyses en cytométrie en flux de la taille cellulaire et des populations, de cellules myéloïdes,
érythroïdes et lymphoïdes présentes dans la rate et la MG des souris IL-21 1g et contrôles. Les
cellules ont été marquées avec des Ac anti-CD11b, anti-Gri, anti-Terll9, anti-B220 et anti-IgM.
Les profils lymphoïdes et érythroïdes de la MG et de la rate proviennent de souris IL-21 Tg du
groupe 2. Les profils myéloïdes de la MO et de la rate représentent les souris du groupe 1. Le
profil représentatif d’une souris sur im groupe de 7 (groupe 1) ou 6 (groupe 2) est montré.

(Figure 10, Figure 9 et résultat non montré). Nous pouvons aussi remarquer que la
population CD11bGr-1mt chez la souris IL-21 Tg du groupe 2 semble plus marquée
que chez la souris contrôle, ce qui n’est pas le cas chez les souris du groupe 1 (Figure
10). Gr-1 et CD11b étant des marqueurs pour la différenciation terminale des
granulocytes et monocytes, ceci suggère un blocage partiel dans la maturation de ces
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Groupe 2 Groupe 1 Groupe 2
Cellules B Érythroïdes

MO

•ll - -,

Contrôle

:

IL-21 tg

FSC •.>

derniers. De plus, la MO IL-21. Tg (groupe 2) semble éprouver un défaut
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d’érytbropoïèse selon le marquage Teri 19, démontrant la presque absence

d’érythrocytes. Ce phénomène intriguant nous a poussés à étudier la rate afin de
vérifier si le même phénotype y apparaissait.

MO

(nw
z
wo
w
w
1

.0
E
oz

= z =w
O O

Rate

Figure 10. Composition cellulaire de la moelle osseuse et de ta rate chez tes deux groupes de
souris IL-21 Tg. Le nombre total de cellules ainsi que la composition cellulaire de la moelle
osseuse et de la rate sont illustrés pour les souris des groupes 1 et 2. Les cellules CD11bGr-1
incluent toute la population monocyte/granulocyte. Souris IL-21 Tg, groupe 1, n = 6, groupe 2,
n = 6 contrôles, n = 12. Carrés noirs: souris non-Tg sacrifiées au même âge que les souris Tg;
carrés blancs : souris IL-21 Tg

Nous observons aussi chez la rate des souris IL-21 1g une population
représentant des cellules myéloïdes (FSC’SSC”) (Figure 9). La rate IL-21 1g
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contient des progéniteurs B (B22OIgM) de façon surprenante chez le groupe 2 tout
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en ayant une déficience en lymphocytes B matures (B220igMj (Figures 9 et 10). Le

groupe 1 de souris IL-21 1g ne diffère pas des contrôles concernant le développement

des progéniteurs B dans la rate. Cependant, le développement semble bloqué à ce

stade puisqu’il y a absence de lymphocytes B matures (Figure 10). Comme nous

pouvons le constater, il y a présence d’une accumulation de cellules myéloïdes dans

la rate des souris IL-21 Tg des groupes 1 et 2 (Figure 9, résultat non montré, Figure

10). On retrouve aussi la population CD11bGr-1’t chez la souris Tg du groupe 2

alors que les souris du groupe 1 sont normales (Figure 10). Contrairement à ce qui a

été vu dans la MO IL-21 Tg, la rate semble présenter une augmentation de

l’érythropoïèse (souris IL-21 Tg du groupe 2), ce qui pourrait suggérer qu’un

mécanisme compensatoire a été mis en place dans la rate de la souris 1g afin de

répondre aux besoins de l’organisme en érythrocytes (Figures 9 et 10). La perte de

cellules érythroïdes est aussi identifiable à l’oeil nu sur les os provenant de la souris

IL-21 Tg: la moelle en est incolore. Ces résultats suggèrent un défaut dans

l’hématopoïèse qui induirait le développement de la lignée myéloïde au détriment des

lignées lymphoïdes et érythroïdes chez les souris IL-21 Tg. De plus, le thymus de ces

souris est atrophié et montre une forte diminution dans la population DP (résultat non

montré).

Afin d’essayer de comprendre pourquoi il y a une accumulation de

granulocytes dans la MO des souris IL-21 1g (groupes 1 et 2), nous avons évalué si le

nombre de progéniteurs myéloïdes était augmenté chez la souris IL-21 Tg (Figure

11). Selon les nombres cellulaires, il y a une diminution de 3X des progéniteurs

myéloïdes chez la souris IL-21 1g du groupe 1 (4.6 X i0 vs 1.6 X 10). Les CSH

sont 1.6X moins nombreuses que chez la souris contrôle (6.4 X vs 3.9 X 10g)

(Figure 11). Il y a aussi une perte des progéniteurs myéloïdes chez les souris IL-2 1 1g

du groupe 2 (1.2 X 106 vs 3.3 X 10f). Cependant, ces souris démontrent une nette

augmentation chez les CSH (4.5 X 10 vs 8.4 X 10).
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Contrôle

IL-21 Tg

figure 11. Profit des progéniteurs myétoïdes dans la MO de souris IL—
21 Tg. La MO de souris IL-21 Tg et contrôles a été marquée avec des
Ac anti-Lin, anti-IL-7Rcx, anti-cKit et anti-Sca- 1. La population
immature et large (FSC) négative pour Lin et l’IL-7Ra a été séparée
selon l’expression de cKit et Sca-l. Les CSH sont cKitSca-l alors
que les précurseurs myéloïdes (CMP, GMP et MEP) sont c-Kit’Sca- I -.

Une souris du groupe I est présentée. Groupe I, n = 1, groupe 2, n = I.

4.2.2 Reconstitution hématopoïétique après la greffe de MO de souris IL-21 Tg

Nous avons mentionné dans l’article inclus dans ce mémoire (chapitre 3) la

durée de vie restreinte des souris IL-21 Tg. Afin de déterminer si la cause de la

mortalité était reliée au défaut hématopoïétique observé chez la souris IL-21 Tg. nous

avons effectué des expériences de greffe de la MO chez des souris receveuses après

irradiation létale (1200 rads) (Tableau VI). De façon intéressante, toutes les souris

transférées avec de la MO provenant de souris IL-21 Tg (sauf 2 provenant de la greffe

2) sont décédées plus ou moins 25 jours après le transfert alors que les souris ayant

reçu de la MO contrôle se portaient très bien (> 90 jours). Nous avons analysé le

phénotype des souris irradiées et reconstituées avec la MO Tg comparativement à

celui de la souris Tg donneuse et d’un contrôle (Figure 12). À noter, la souris contrôle

utilisée est une souris sauvage, et non une receveuse de MO normale, ce contrôle

n’ayant pas été fait lors de la première greffe. De plus, les souris ayant reçu la greffe

de MO IL-21 Tg à la troisième expérience sont mortes durant la nuit, nous empêchant

de faire toutes les analyses. Après analyse d’une souris receveuse de MO Tg de la

greffe 1, nous remarquons que son profil FSC/SSC est très semblable à celui de la

souris IL-21 Tg donneuse (Figure 12). De plus, nous observons une accumulation de



91

cellules myéloïdes (CD11bGr-1) chez la souris receveuse de MO de la souris IL-21
Tg. Le développement des lymphocytes B semble aussi absent compte tenu de la
perte de la population des progéniteurs B (B220IgM), phénotype similaire à celui
observé chez les souris IL-21 Tg. L’érythropoïèse est aussi diminuée chez la souris
receveuse, car on retrouve environ 20% de cellules Terll9 dans une MO contrôle.
Ces résultats démontrent que le défaut hématopoïétique est responsable de la viabilité
réduite des souris IL-21 Tg, sûrement via une réduction dans l’érythropoïèse causant
une anémie, puisque la majorité de l’espace est occupé par des cellules de la lignée
myéloïde.

Pour les souris receveuses de la greffe 2 (Tableau VI), nous avons attendu que
les souris receveuses de MO provenant de souris IL-21 Tg aient des signes de
faiblesse, symptômes utilisés pour décider quand euthanasier une souris IL-21 Tg.
Ces souris sont restées en santé pendant au moins 3 mois. Nous avons décidé de les
euthanasier afin de voir si un phénotype hématopoïétique se développait. Nous avons
observé que leur MO présentait un profil identique à celui retrouvé chez la souris
contrôle (résultat non montré). La souris IL-21 Tg ayant servi de donneur de MO
n’avait pas un phénotype complet. La MO ne présentait pas une accumulation de
cellules myéloïdes et l’érythropoïèse était normale. Seul le développement des
lymphocytes B était altéré (absence de progéniteurs B).

Tableau VI. Greffes de MO provenant de souris IL-21 Tg.
Greffe et âge des souris Âge des souris Taux de

survie wtIL-21 Tg receveuses à leur mort IL-21 Tg
Greffe 1 (144 jours) Entre 25 et 30 jours 0/4 4/4
Greffe 2 (35 jours) >100 jours 2/2 2/2
Greffe 3 (62 jours) 25 jours 0/4 4/4
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figure 12. La reconstitution hématopoïétique suite à une greffe de MO
de souris IL-21 Tg recréé te phénotype des souris IL-21 Tg chez ta
souris receveuse. La MO de souris IL-21 Tg ou contrôle a été transférée
dans des hâtes irradiés de façon létale (1200 rad). Les souris ayant reçu
la MO Tg sont décédées au jour 25 post-transfert. Les résultats des
marquages de la MO avec des Ac anti-CD11b, anti-Gri, anti-B220, anti
IgM et Teri 19 sont montrés. Malheureusement, le marquage Terl 19 n’a
pas été effectué sur la souris IL-21 Tg et son contrôle durant cette
expérience.

4.2.3 Détermination de l’expression de I’IL-21R par les progéniteurs

hématopoïétique s

Compte tenu du phénotype hématopoïétique observé chez les souris IL-21 Tg

et prenant en considération que l’expression de l’IL-21R n’a jamais été caractérisée

chez les précurseurs de la MO, nous avons voulu étudier quelle(s) population(s) de la

MO expriment le récepteur à l’IL-21. Les expériences ont été conduites dans la

logique où l’accumulation de cellules myéloïdes doit résulter d’un effet de l’IL-21 sur

la survie et/ou la prolifération de l’un ou plusieurs des stades de maturation présents

CD11b

Terll9
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A
Cellules myéloïdes

mawres

IL-21R

—: IL-21Fc
rIL-21 + IL-21Fc
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FSC

Progéniteurs
myéloïdes

—: IL-2lFc
— rIL-21 + IL-21 Fc

IgG humain

—: IL-21R
—: rIL-21

lgG humain
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—; IL-21R
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: IgG humain

figttre 13. Expression de t’IL-21R par tes cellules myéloïdes
matures et tes précurseurs hématopoïétiques de la MO. Nous avons
étudié l’expression de l’IL-21R en cytométrie en flux par les cellules
myéloïdes matures (A), les progéniteurs myéloïdes (B), les
précurseurs lymphoïdes sans enrichissement en progéniteurs (C) ou
avec enrichissement (déplétion des cellules matures Lin par
séparation magnétique) (D) provenant de souris B6. Les progéniteurs
myéloïdes (CMP, GMP et MEP) ont été identifiés par les régions 1
(LiniL7RcCfSCh1) et 2 (c-Kit hlSca.1) Les CLP proviennent des
régions 3 (LiniL-7RŒ) et 4 (cKitb0Sca1t0). L’IL-21R a été détecté
avec une protéine de fusion IL-2lFc humain révélée avec un anti-
humain IgG Fc spécifique. Dans le panneau D, la protéine de fusion
CCL19-fc (chémokine se liant au CCR7, absent dans la MO) a été
utilisée comme second contrôle isotypique. n 5 pour les progéniteurs
myéloïdes, n 1 pour CLP sans déplétion, n 2 pour CLP avec
déplétion.
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dans cette lignée de différenciation. L’accumulation de cellules myéloïdes
CD11bGr-1 dans la MO IL-21 Tg nous a amené à vérifier l’expression de Ï’IL-21R
sur la population myéloïde mature provenant de souris B6 (Figure 13A). Min de
s’assurer de la spécificité de notre protéine de fusion (IL-21Fc) pour l’IL-21R, nous
avons effectué un essai de compétition avec le rIL-21. Ce dernier devrait bloquer les
récepteurs à FIL-21, empêchant l’IL-21fc de s’y fixer, nous donnant donc un
contrôle négatif pour l’expression de l’IL-21R. La figure 13A illustre l’absence de
l’expression d’IL-21R sur les cellules myéloïdes, suggérant que l’accumulation de
celles-ci ne résulte pas d’un effet de prolifération direct sur cette population. Par
contre, il était possible que l’accumulation de cellules myéloïdes provienne d’un effet
sur les progéniteurs donnant naissance aux cellules de la lignée myéloïde (CMP et
leurs descendants). Nous avons donc évalué par cytométrie en flux l’expression de
l’IL-21R sur les progéniteurs myéloïdes (LinIL7Rc(cKithiScafl. La figure 13B
montre l’absence d’expression de l’IL-21R sur les progéniteurs myéloïdes.

L’absence d’expression du récepteur à l’IL-21 sur les cellules de la lignée
myéloïde nous a amené à émettre une autre hypothèse. Il a été démontré que
l’expression ectopique de certains récepteurs de cytokine en combinaison avec leur
ligand permettait de reprogrammer le développement des progéniteurs lymphoïdes
vers la lignée myéloïde 165,211 Nous avons donc émis l’hypothèse que la
surexpression d’IL-21 pouvait convertir la différenciation des CLP vers la lignée
myéloïde, si ceux-ci expriment l’IL-21R. Nous avons donc évalué l’expression de
l’IL-21R sur les CLP, ces derniers étant LinIL7Rci1cKitb0Sca1b0. Cette expérience

a été effectuée avec une suspension cellulaire de MO enrichie (les cellules matures
ont été enlevées par sélection magnétique) ou non en progéniteurs (Figure 13C et D).
Lors de l’expérience sur la MO complète, nous avons détecté un faible niveau
d’expression de l’IL-21 R sur les CLP (Figure 13C). De façon étrange, nous avons
perdu ce signal lorsque nous avons enrichi la MO en précurseurs grâce à une
déplétion des cellules Lin. Ceci est peut-être dû à l’augmentation du bruit de fond
dans les marquages (comparer les figures 13C et D). D’autres expériences de
marquages devront être effectuées. Afin d’essayer de réconcilier les résultats
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contradictoires concernant l’expression de l’IL-21R, nous avons évalué l’expression
du messager de l’IL-21R. Les précurseurs lymphoïdes et myéloïdes ont été triés et
analysés pour la présence de l’ARNm de l’IL-21R par transcription inverse et PCR
(Figure 14).

A B

Q o. Contrôles
-J

IL-21R

HPRT

figure 14. Évaluation de l’expression du récepteur à t’IL-21 par tes précurseurs
hématopoïétiques. La MO de quatre souris B6 a été prélevée et enrichie en précurseurs
hématopoïétiques grâce à une déplétion des cellules matures Lin. (A) Stratégie utilisée pour
trier les CLP et les progéniteurs myéloïdes. Pour les CL?, nous avons trié les cellules c-Kitlo etSca1I0 (région 3) provenant de la fenêttre 1 (région 1, LiniL-7RŒ) tandis que les progéniteurs
myéloïdes (incluant les CMP, GMP et MEP) ont été triés en utilisant tes régions 2 (LiniL-7Rcc
) et 4 (c-Kit et Sca-l.). Les cellules (20000) ont été triées directement en TRIzol afin
d’extraire l’ARN. (B) Expression de l’ARNm de l’IL-21R par les CLP. Une RT-PCR a été
effectuée avec des oligonuctéotides spécifiques pour l’IL-21R. HPRT a été utilisé comme
contrôle interne alors que des cellules de ganglions et un contrôle eau ont servi de contrôle
positif et négatif, respectivement.

Nous pouvons voir de façon très claire le messager de l’IL-21R chez les CLP.
Cependant, il est moins abondant que dans les cellules totales provenant de ganglions.
Ceci suggère que la densité de l’IL-21R sur les CLP est très réduite. Confirmant les
résultats obtenus par cytométrie en flux, on note l’absence d’IL-21R dans la
population myéloïde. Ces résultats suggèrent que l’IL-2l, lorsqu’en grandes
quantités, pourrait agir sur les CLP qui expriment l’IL-21R et, par un mécanisme
inconnu, induire l’accumulation de cellules myéloïdes au détriment des cellules
lymphoïdes.



CHAPITRE 5.

DISCUSSION
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De nombreuses cytokines de type I appartenant à la famille Yc régulent

différents aspects de la réponse immunitaire. Leurs rôles variés incluent la survie des

lymphocytes, que ces derniers soient naïfs ou mémoires, leur prolifération et

différenciation ainsi que leur apoptose. Considérant l’importance considérable de ces

cytokines Yc dans la réponse des cellules T in vivo et le fait que l’IL-21, le plus récent

membre de la famille Yc, induit la survie des lymphocytes T in vitro, nous avons émis

l’hypothèse suivante la surexpression de l’IL-21 in vivo permettra la survie des

cellules T. Ainsi, nous nous attendons à ce que l’IL-21 participe à l’homéostasie des

lymphocytes T en induisant leur génération et/ou leur survie. Afin de vérifier cette

hypothèse, nous avons généré un modèle murin surexprimant l’IL-21 sous le contrôle

du promoteur de CMH de classe I ainsi que d’une séquence amplificatrice des 1g. Le

résultat le plus surprenant est que les souris IL-21 Tg ont une espérance de vie très

limitée. De plus, les souris IL-21 Tg se divisent en deux groupes: le premier groupe a

une espérance de survie d’un maximum de 3 semaines et présente un défaut

hématopoïétique caractérisé par l’accumulation de cellules de la lignée myéloïde aux

dépens des lignées érythroïdes et lymphoïdes au niveau de la MO. Min de déterminer

sur quelle(s) population(s) de précurseurs hématopoïétiques ou de cellules matures

agissait l’IL-21, nous avons vérifié la(les)quelle(s) de ces populations exprimai(en)t

l’IL-21R. Nous démontrons que ce récepteur est exprimé par les CLP et absent sur les

cellules myéloïdes, progénitrices ou matures. Le deuxième groupe de souris IL-21 Tg

englobe toutes les autres souris (survie > 3 semaines) qui démontrent une

accumulation de cellules TM. Nous avons par ailleurs confirmé que l’IL-21 permettait

la survie de lymphocytes CD8 activés/mémoires in vitro, effet absent chez la

population homologue CD4. Nos résultats suggèrent que l’IL-21 participerait

activement à la génération et/ou la survie des lymphocytes T ayant un phénotype

mémoire. De plus, nous révélons un rôle inattendu de l’IL-21 dans la régulation de

l’hématopoïèse. Les sections suivantes ont pour but de discuter les hypothèses

conduisant à la compréhension du phénotype mémoire et hématopoïétique observé

chez la souris IL-21 Tg.
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5.1 ACCUMULATION DE LYMPHOCYTES T PR1SENTANT UN

PHÉNOTYPE MÉMOIRE

La forte représentativité de lymphocytes T exprimant un phénotype mémoire

est observée surtout chez les souris dont la longévité dépasse 20 jours. En effet, chez

les souris plus jeunes, la proportion occupée par les cellules T dans la rate et les

ganglions est très faible (entre 1% et 5%), donc aucun phénotype n’est visible, Nous

avons démontré que ces cellules ont les capacités fonctionnelles typiques des

lymphocytes T mémoires en termes de production d’IfN-y suite à une courte

stimulation via le RCT et de prolifération suite à un stimulus mitogénique. De plus,

nous avons vérifié que le répertoire des lymphocytes T était oligoclonal afin

d’éliminér la possibilité que l’accumulation de cellules mémoires ne soit le fruit de la

prolifération excessive d’un ou de quelques clones spécifiques. Cependant, comment

expliquer cette accumulation de lymphocytes T mémoires aux dépens des cellules T

naïves, alors que l’IL-21 est connue pour induire la survie de ces dernières 10$?

Plusieurs hypothèses ont été développées et sont décrites dans les sous-sections

suivantes. Nous discuterons des possibilités suivantes:

• augmentation du nombre de cellules TE spécifiques à l’Ag

• disponibilité accrue de cytokines permet à la niche des

lymphocytes T mémoires de s’élargir

• diminution de la sensibilité des TE à l’AICD

• augmentation du taux d’auto-renouvellement des lymphocytes

T mémoires

• induction de Bd-6 chez les lymphocytes T CD$

• prolifération homéostatique des lymphocytes T

• effet de l’IL-21 sur l’expression de récepteurs importants dans

la survie des lymphocytes T naïfs et activés/mémoires
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5.1.1 Augmentation du nombre de cellules TE spécifiques à 1’Ag

Le groupe de Zeng et al. a observé que l’IL-21 et l’IL-15 agissaient de façon

synergique dans l’expansion des lymphocytes CD8 activés/mémoires in vitro 106

Lors de la rencontre avec un pathogène, l’IL-21 pourrait permettre la génération

accrue de lymphocytes TE et/ou induire leur survie (Figure 15A). En effet, il a déjà

été démontré que l’IL-21 induisait un plus grand nombre de cellules T1 spécifiques à

un Ag donné in vitro 106 et in vivo 262 De plus, nous savons que le nombre de cellules

TM dépend du nombre de T1 qui ont été générés lors de la réponse immunitaire La

quantité élevée de cellules T mémoires pourrait donc provenir de la différenciation

des cellules T effectrices présentes de façon plus importante chez la souris IL-21 Tg,

en accord avec le modèle linéaire de différenciation des cellules T mémoires 4448rn Il

se pourrait que la rencontre d’Ag environnementaux chez la souris IL-21 Tg génère

les lymphocytes TM observés. Nous pourrions tester cette hypothèse en immunisant

une souris IL-21 Tg avec un virus. Au pic de la réponse, il serait possible d’identifier

les lymphocytes T spécifiques à l’un des peptides codés par le virus grâce à

l’utilisation de tétramères (tétramère de molécules de CMII couplées au peptide codé

par le virus). Nous pourrions comparer la proportion occupée par les cellules T

spécifiques chez la souris IL-21 1g versus un contrôle C57BL/6. D’autres souris

immunisées avec le virus seraient utilisées pour observer le développement de

cellules T mémoires spécifiques à ce virus. Nous pourrions alors comparer si la

génération de TM spécifiques au virus chez la souris IL-21 Tg est plus élevée que

chez le contrôle.

Cependant, ceci n’explique pas pourquoi les cellules T mémoires débordent

de leur niche et occupent la majorité de l’espace attribué aux lymphocytes T naïfs.

Ceci sera discuté dans la section suivante.
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5.1.2 Disponibilité accrue de cytokines permet à la niche des lymphocytes T

mémoires de s’élargir

L’IL-7 et l’IL-15 sont importantes dans la survie des lymphocytes T naïfs et

mémoires ainsi que dans l’auto-renouvellement des cellules CD$ TM (pour l’IL-15).

Notre laboratoire a démontré que l’IL-21 induisait aussi la survie des lymphocytes T

naïfs ainsi que celle des cellules CD$ TM. Les modèles murins 1g pour ces cytokines

doivent donc comporter certaines similitudes. La souris IL-7 Tg démontre un

accroissement dans le nombre de lymphocytes T et B de 10-20 fois dans les organes

lymphoïdes secondaires 143 Cette augmentation au niveau des cellules T est plus

prononcée chez les CD$ que chez les CD4 et la majorité (55-70%) des cellules

CD8 arborent un phénotype mémoire. Ces cellules TM sont fonctionnelles et

semblent résulter d’une prolifération homéostatique en réponse aux peptides du soi.

Chez la souris IL-15 1g ou injectée avec l’IL-15, il y a aussi présence d’une

expansion préférentielle des lymphocytes CD$ qui possèdent un phénotype mémoire
64,281-283 De plus, l’immunisation des souris IL-15 Tg avec un virus amène la

génération d’un nombre supérieur de lymphocytes T CD$ mémoires 132,283 Les

lymphocytes T de la souris IL-15 1g produisent de plus grandes quantités d’ IFN-y.

Fait intéressant, il y a diminution de l’apoptose chez les cellules T IL-15 1g induite

par l’AICD in vitro 282 L’ajout d’un Ac dirigé contre l’IL-15 restaure la sensibilité

des lymphocytes T à l’AICD. Ceci est en accord avec le rôle positif connu de l’IL-lS

sur l’auto-renouvellement et la survie des lymphocytes CD8 TM
73,101•

Les phénotypes mentionnés précédemment ressemblent beaucoup à ce qui est

observé chez la souris IL-21 1g concernant l’accumulation de lymphocytes T ayant

un phénotype mémoire ainsi que les propriétés de ceux-ci. Normalement, la

génération de nouvelles cellules T mémoires devrait remplacer certains clones déjà

présents dans le réservoir mémoire, gardant le nombre de lymphocytes TM stable 138

Par contre, dans les deux modèles 1g décrits plus haut, une accumulation de cellules

TM a été observée. L’IL-7 et l’IL-15 régulent la survie et l’auto-renouvellement des
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lymphocytes ‘M CD4 et CD8, respectivement, et leur surexpression permet

l’accumulation de cellules T mémoires CD8. Nous pourrions émettre l’hypothèse

que la disponibilité accrue de ces cytokines permet à la niche des lymphocytes TM de

s’agrandir, entraînant une croissance dans le nombre de cellules T mémoires. Compte

tenu que la souris IL-21 1g contient aussi un nombre élevé de lymphocytes TM CD8

et que nous démontrons que l’IL-21 induit leur survie 107 il serait possible alors que

la niche des cellules T mémoires soit élargie chez la souris IL-21 Tg. En effet, les

lymphocytes CD8 TM pourraient utiliser l’IL-7, l’IL-15 ou l’IL-21, cette dernière

étant la plus abondante dans la souris IL-21 Tg.

5.1.3 Diminution de la sensibilité des cellules TE à I’MCD

Nous avons démontré que l’IL-21 permet la survie des lymphocytes CD8 TM,

mais ceci ne pourrait pas expliquer le nombre très important de ces cellules chez la

souris IL-21 Tg. En effet, l’IL-21 induirait la survie des cellules T mémoires

présentes dans l’organisme, ce qui correspond à un certain pourcentage du nombre

total de lymphocytes T. Cependant, chez la souris IL-21 1g, la très grande majorité

des lymphocytes T CD8 et une partie des CD4 présentent un phénotype mémoire,

ce qui indique qu’un mécanisme autre que la survie doit entrer en action afin

d’augmenter le réservoir de lymphocytes T mémoires.

Une autre hypothèse expliquant l’accumulation de cellules T mémoires se

base sur la démonstration que la culture de cellules T CD3 avec l’IL-21 diminue

l’expression de CD25 (chaîne Œ du récepteur à l’IL-2) et CD122 (chaîne 13 des

récepteurs à l’IL-2 et à l’IL-15) induite par l’IL-15 in vitro 10$ Nous pourrions

imaginer un scénario où, suite à l’élimination du pathogène, l’action de l’IL-21 aurait

diminué l’expression de l’IL-2RŒ et l’IL-2R13. Lors de la phase de contraction induite

par l’IL-2, les cellules ‘E seraient donc moins sensibles à l’action de celle-ci. Puisque

l’IL-2 induit normalement la mort par apoptose des cellules ‘E suite à l’élimination

du pathogène, cette situation se produirait de façon moindre dans la souris 1g IL-21,

conséquence de la diminution de l’expression de l’IL-2R. Ceci amènerait donc un
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plus grand nombre de cellules TE à survivre durant la phase de contraction, donc une
augmentation parallèle du nombre de lymphocytes TM (Figure 15B). Il serait possible
de vérifier cette hypothèse en immunisant une souris IL-21W’ 108 avec un virus. La
détection des lymphocytes T spécifiques s’effectuerait grâce à un tétramère contenant
l’un des peptides encodés par le virus. En connaissant la cinétique de la réponse
immunitaire au virus utilisé, il serait possible de vérifier, par marquage à l’annexine
V, la proportion de lymphocytes T spécifiques au peptide qui sont en apoptose. Si
l’IL-21 diminue vraiment la sensibilité des cellules TE à l’AICD, nous devrions
observer un nombre plus important de cellules apoptotiques dans la souris IL-21W’
que dans la souris normale.

D’un autre côté, il serait possible que l’absence de signalisation via l’IL-21R
ne provoquerait pas plus d’apoptose des cellules ‘E que chez la souris contrôle si
1’IL-21 ne fait qu’empêcher la mort des cellules TE. Nous pourrions donc effectuer
cette expérience chez les souris IL-21 Tg qui devraient présenter moins de cellules TE

annexine V par rapport à la souris contrôle. Un travail récent en faveur de cette
hypothèse démontre que le transfert de lymphocytes T naïfs spécifiques à un peptide
exprimé par une tumeur suivi d’injections d’IL-21 abolit la phase de contraction et
permet la génération et le maintien d’une population T mémoire spécifique à long
terme 277 De plus, les lymphocytes T CD4 de la souris IL-15 Tg ont été démontrés
comme étant résistants à I’AICD, phénomène qui pourrait se produire aussi chez la
souris IL-21 282

5.1.4 Augmentation du taux d’auto-renouvellement des lymphocytes mémoires

Un autre mécanisme par lequel l’IL-21 pourrait augmenter le réservoir des
lymphocytes TM serait d’augmenter le taux d’auto-renouvellement de ces derniers
(normalement, la demi-vie des TM humains se situe entre 22 et 79 jours 89) (Figure

15C). Une façon simple de vérifier cette possibilité serait d’étudier l’incorporation de
bromodeoxyuridine (BrdU) chez une souris IL-21 Tg. Cet analogue de base
s’incorpore dans l’ADN lors de la prolifération cellulaire et peut être détecté à l’aide
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d’un Ac nti-BrdU. Cette expérience pourrait aussi être effectuée chez une souris
normale à qui on aurait injecté du rIL-21. L’objectif serait de voir si l’incorporation
de BrdU est présente chez une plus grande proportion de lymphocytes TM
comparativement à une souris contrôle non-Tg ou injectée avec du PBS. Finalement,
il est connu que l’IL-15 participe activement au maintien des lymphocytes CD8 TM

in vivo en agissant sur l’auto-renouvellement de ces derniers 115,140 De plus, la culture
de cellules triées marquées au CFSE en combinaison avec l’IL-15 et
l’IL-21 entraîne une division plus rapide des cellules (majorité de celles-ci sont CFSE
négatives) qu’avec l’IL-15 ou 1’IL-21 seule après une même période de temps 106rn

L’IL-21 seule ne semble donc pas promouvoir la division des lymphocytes CD8 TM

in vitro. Afin de vérifier in vivo si l’auto-renouvellement accru potentiel chez la
souris IL-21 Tg résulterait de l’action de l’IL-21 seule ou nécessiterait l’effet
concomitant de l’IL-15 in vivo, nous pourrions effectuer les essais d’incorporation de
BrdU chez une souris IL-15’ à qui nous aurions injecté de l’IL-21 ou la croiser avec
une souris IL-21 1g. Cette même expérience pourrait être conduite chez une souris

IL-15R&.

5.1.5 Inductïon de l’expression Bd-6 chez les lymphocytes T CD8

L’accumulation de lymphocytes T CD8 mémoires chez la souris IL-21 Tg

pourrait aussi être provoquée par l’induction de l’expression d’un facteur de

transcription contrôlant le développement et/ou le maintien des lymphocytes CD$

TM suite à la signalisation via le récepteur de l’IL-21. Jusqu’à maintenant, le seul FT

connu pour influencer le développement et l’auto-renouvellement des cellules T

CD8 mémoires est le répresseur transcriptionnel Bd-6 2$4,285 Le groupe de Ichii et
al. a démontré que Bd-6 était important dans la génération et le maintien de
lymphocytes T CD8 mémoires 284 surtout au niveau des cellules CD8 TMC puisque

la proportion occupée par ces dernières dans la rate corrèle avec l’expression de Bd-6
chez les cellules T 285 Bd-6 est un répresseur transcriptionnel exprimé de façon
ubiquitaire, mais est prédominant dans les centres germinatifs des cellules B 286-288rn

Afin de démontrer le rôle de Bd-6 chez les lymphocytes CD8 mémoires, Ichii et al.
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ont utilisé un modèle murin déficient pour l’expression de Bel-6 (Bcl-6j

comparativement à un modèle Tg (tck-Bc16, où le promoteur lck conduit l’expression

de Bel-6 dans les lymphocytes T 289) et à une souris sauvage 284 Après immunisation

avec un peptide, les lymphocytes T mémoires de la souris Bel-6’ ont disparu de

façon rapide (4 semaines) alors que ceux de la souris sauvage se maintenaient. Chez

la souris Tg Bel-6, une augmentation du nombre de cellules CD$ TM spécifiques

était évidente 284 D’autre part, un essai d’incorporation de BrdU par les lymphocytes

CD8 ‘M de la souris 1g Bel-6 a démontré que trois fois plus de cellules étaient en

cycle cellulaire comparativement à une souris sauvage 265 Ces résultats soutiennent

donc un rôle très important pour Bel-6 dans la génération, le maintien et la

prolifération des lymphocytes T CD8 mémoires et expliquent pourquoi nous nous

attardons plus à ce FT. De plus, il a été démontré que l’IL-21 induisait l’expression

du messager de Bel-6 chez les lymphocytes B 270 On pourrait penser que la

signalisation du complexe IL-21/IL-21R entraîne aussi la transcription de Bel-6 dans

les cellules T CD8 (Figure 15D). Vu sous cet angle, la présence d’un Ag chez la

souris IL-21 1g entraînerait une réponse immunitaire, puis une phase de contraction

où les cellules TE meurent par apoptose. La présence d’IL-21 en grande quantité

permettrait d’induire l’expression de Bel-6 chez une grande partie des cellules

effectrices, conduisant à la génération d’un nombre plus élevé de I. De plus, Bel-6

étant toujours activé par l’IL-21, son expression constante permettrait le maintien et

la prolifération des cellules CD8 mémoires générées, similaire à ce qui est observé

chez la souris 1g lck-Bc16. D’un autre côté, il serait possible qu’une réponse

antigénique ne soit pas nécessaire dans l’induction de l’expression de Bel-6 chez les

lymphocytes T CD8. La signalisation constitutive de l’IL-21R par son ligand dans

un contexte sans infection chez la souris IL-21 Tg pourrait induire l’expression de

Bel-6 chez les cellules T CD$, les entraînant à se différencier en cellules T

mémoires. Des résultats en faveur de cette hypothèse démontrent que STAT5 régule

l’expression de Bel-6 chez les lymphocytes B humains 290 L’IL-21 a été démontrée

comme recrutant STAT5 chez une lignée de cellules T leucémiques humaines 249

Ceci pourrait être testé en cultivant des lymphocytes T CD$ naïfs avec de l’IL-21



105

B Contraction
IL-2

1L-2

Ag + IL-21

Cellules T mémoires

C

___ ___

IL-21

Cellules T mémoires Cellules T mémoires

F

_

Cellule T naive
ILL 1

Cellule T nawe

IL-7Ru lL-7Ra

dtd
Cellule CD4 TM

IL-2 1 Cellule CD4 ‘M

lL-2R13 IL-7Ru IL-2R13

Cellule CD8 TM
IL-2 1 Cellule CD8 TM

figure 15. Modèles proposés afin d’expliquer l’accumulation de lymphocytes T ayant un
phénotype mémoire dans ta souris IL-21 Tg. L’accumulation de cellules mémoires, plus
particulièrement des CD$ TM, peut être le résultat de plusieurs mécanismes impliquant l’IL-21.
(A) L’IL-2 1 a été démontré comme co-stimulant la prolifération de cellules TE spécifiques à un Ag
donné. (B) L’expression de l’IL-2RŒ et IL-2Rf3 est diminuée par l’IL-2 I sur les lymphocytes T.
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aussi directement induire la survie des TE. (C) L’IL-2 1 induit la survie des CD$ TM in vitro, mais
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afin d’observer s’il y a induction de l’expression de Bel-6 ainsi qu’en vérifiant

l’expression de Bel-6 chez la souris IL-21 Tg.

5.1.6 Prolifération homéostatique chez la souris IL-21 Tg

Les hypothèses précédentes expliquent les différentes possibilités causant

l’accumulation de lymphocytes T mémoires dans la souris IL-21 Tg. Cependant, il est

à noter que non seulement la proportion de cellules mémoires augmente, mais qu’elle

prend presque toute la place dans les organes lymphoïdes secondaires. En effet, le

nombre de lymphocytes T mémoires équivaut presque à celui du nombre total de

lymphocytes T dans les ganglions et la rate. Le phénotype remarqué chez la souris

IL-21 Tg n’est donc pas dû seulement à une accumulation de cellules mémoires, mais

aussi à la disparition des cellules naïves. Un phénomène pouvant expliquer à la fois la

perte de cellules T naïves et l’accumulation de lymphocytes TM est la prolifération

homéostatique. Ce mécanisme opère lorsque l’espace en périphérie alloué aux

lymphocytes T n’est pas plein, comme chez la souris lymphopénique Rag’. En

situation de lymphopénie, les lymphocytes T prolifèrent de façon à remplir l’espace

disponible. Pendant ce processus de prolifération homéostatique, les lymphocytes T

naifs acquièrent un phénotype de cellules T mémoires fonctionnelles et ce, en

absence d’Ag 71,72

Cette différenciation des cellules T naives en mémoires pourrait donc

expliquer l’accumulation de lymphocytes T mémoires dans la souris IL-21 Tg. Des

évidences du groupe de King et al. démontrent que l’IL-21 pourrait être une molécule

favorisant la prolifération homéostatique in vivo (Figure 15E) 273 Ceci est basé sur

l’observation que la souris NOD (modèle de diabète autoimmun) est lymphopénique

et que le gène de l’IL-21 est présent dans le locus de susceptibilité au diabète de type

I Idd3. De plus, les niveaux du messager de l’IL-21 dans les lymphocytes T

provenant de la souris NOD sont 4 à 7 fois plus élevés que chez la souris contrôle

contenant le locus Idd3 protecteur d’une souris 36. Une plus grande proportion des

cellules T activées/mémoires exprimant l’IL-21R dans la souris NOD prolifèrent, ce
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qui suggère que la signalisation de 1’IL-21 via son récepteur induit les lymphocytes I

à proliférer. Ceci induirait donc la prolifération homéostatique. Cependant, quelques

évidences vont à l’encontre de cette hypothèse. Premièrement, nous avons effectué

une expérience qui reproduit la prolifération homéostatique in vitro. En effet, la

culture de DC avec des lymphocytes T marqués au CFSE permet de recréer

l’expansion homéostatique en combinaison avec l’IL-7. En cultivant les cellules T

avec I’IL-21, nous avons remarqué l’absence de prolifération homéostatique in vitro

comparativement à l’IL-7 (résultat non montré). Deuxièmement, la prolifération

homéostatique ne rétablit pas le nombre de cellules retrouvé dans les organes

lymphoides secondaires des souris normales 85,291-294 Au contraire, notre souris IL-

21 1g démontre une cellularité dans la rate et les ganglions lymphatiques équivalente

à celle des souris non-1g. Aucune indication ne nous permet de penser que la souris

IL-21 1g a été ou est lymphopénique. Nous pourrions évaluer si la lymphopénie est

présente chez la souris IL-21 Tg en lui transférant des lymphocytes I préalablement

marqués au CFSE ayant un RCT 1g, de façon à pouvoir les reconnaître. Nous

pourrions comparer la prolifération des cellules T transférées observée chez la souris

IL-21 1g avec celle obtenue chez une souris non-1g. Cependant, les souris IL-7 1g

présentent une accumulation de lymphocytes T et pourtant, l’accumulation de

lymphocytes I CD8 ayant un phénotype mémoire est due à la prolifération

homéostatique 143 En effet, il a été démontré que l’abondance d’IL-7 amplifiait la

reconnaissance de complexes CMH: peptide du soi par les cellules T naïves. Ces

démonstrations suggèrent que la reconnaissance d’un complexe CMH: peptide du soi

par le RCT d’une cellule T naïve en présence d’IL-7 permet la survie de la cellule. En

cas d’abondance d’IL-7, le contact du RC1 est augmenté, entraînant les cellules 1

naïves à proliférer et se différencier en cellules I mémoires Ii se pourrait que

I’IL-21 fasse de même, ce qui confinnerait l’hypothèse de la prolifération

homéostatique.
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5.1.7 Effet de I’IL-21 sur l’expression de récepteurs importants dans la survie
des lymphocytes T naïfs et activés/mémoires

La cytokine essentielle à la survie des lymphocytes T naïfs CD4 et CD8 est
l’IL-7. De plus, l’IL-7 est perçue comme étant le joueur limitant dans l’espace
périphérique accordé aux cellules T, puisque ces dernières doivent rivaliser entre elles
afin de recevoir un signal de survie 68,295 D’autre part, le groupe de Park et al. a
démontré que l’IL-7 ainsi que d’autres membres de la famille des cytokines Yc (l’IL

21 n’a pas été étudié) inhibaient l’expression de l’IL-7Ra au niveau transcriptionnel
296 Notre laboratoire a démontré que l’IL-21 était aussi une cytokine pro-survie pour
les lymphocytes T naïfs 107 De façon intéressante, les cytokines ayant le plus d’effet
sur l’expression de l’IL-7RŒ sont celles sécrétées lors d’une réponse immunitaire (IL
2, IL-4, IL-6 et IL-15), donc plutôt absentes à l’état basal. Dans un organisme normal
en absence d’infection, l’IL-21 ne serait produite que par les cellules stromales des
organes lymphoïdes secondaires. Cependant, dans la souris IL-21 Tg, elle est
fortement présente peu importe la présence d’une infection ou non grâce au
promoteur du CMH de classe I. Nous avons démontré que l’IL-21 inhibait

l’expression de l’IL-7RŒ sur les cellules T naïves. Ceci pourrait expliquer la perte de
ces dernières dans la souris IL-21 Tg, vue leur grande dépendance vis-à-vis cette
cytokine pour leur survie. En effet, l’effet de survie via l’IL-7 passe par
l’augmentation de Bel-2, un facteur pro-survie, ainsi que par l’activation de la voie
P13-K. L’IL-21 quant à elle maintien l’expression de Bel-2 et induit la cascade P13-K.
La différence dans l’induction de la survie entre l’IL-7 et l’IL-21 réside donc dans
leur action sur le niveau d’expression de Bel-2: la première induit Bd-2, la seconde
maintien Bel-2. Puisque l’IL-21 est présente en plus grande quantité chez la souris
IL-21 Tg que l’IL-7, les cellules T ont donc plus de chance de recevoir un signal par
l’IL-21, ce qui induit leur survie et inhibe l’expression de l’IL-7RcL. Il se pourrait
qu’à plus long terme, l’effet de survie de l’IL-21 sur les lymphocytes T naïfs ait un
impact moindre que celui normalement généré par l’IL-7, causant la disparition des
cellules T naïves. De plus, l’IL-21 ayant été démontré comme inhibant la présence de

son propre récepteur, les cellules naïves n’exprimeraient ni l’IL-21R, ni l’IL-7Ra, ce
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qui pourrait diriger les lymphocytes naïfs vers leur mort cellulaire (Figure 15F).
Cependant, il nous reste à prouver que l’expression des récepteurs à l’IL-7 et à l’IL

21 est diminuée chez les lymphocytes T naïfs de la souris IL-21 Tg par cytométrie en
flux et/ou RT-PCR semi-quantitatif.

Dans un autre ordre d’idée, la survie des lymphocytes T mémoires CD4 et

CD8 dépend de l’IL-15, pour les CD8, et de l’IL-7, pour les CD4 et CD8. De

façon intéressante, le récepteur à l’IL-7 est maintenu sur les CD4 TM et diminué sur

les cellules CD8 ‘M lors de la culture in vitro avec l’IL-21. Ces deux populations

peuvent survivre in vivo chez la souris IL-21 Tg, les cellules CD4 ‘M utilisant l’IL-7

et les CD8 dépendant surtout de l’IL-15 (Figure 15F). Cependant, l’expression de

l’IL-2Rf3 était réduite chez ces derniers. Ceci était inattendu compte tenu de

l’accumulation de lymphocytes T CD8 présentant un phénotype mémoire ainsi que

de l’importance de l’1L45 dans leur survie. Par contre, il a été démontré que

l’expression de l’IL-2R n’avait pas à être forte afin que l’IL-15 puisse induire la

survie de sa population cible 101 De plus, il existe une population de cellules CD8

TM qui est indépendante de l’IL-lS et porte un phénotype 297

Cette population est présente chez les souris IL-15 et IL-15W’. Il se pourrait donc

que l’IL-21 induise la prolifération et/ou la survie de ce groupe qui composerait la

majeure partie des lymphocytes T CD8 mémoires de la souris IL-21 Tg, ceci reste à

vérifier.

Finalement, le groupe de Kamimura et al. a soulevé un point intéressant

lorsqu’ils ont démontré qu’une troisième cytokine de la famille Yc pouvait utiliser

1’IL-2Rf3 afin d’induire l’expansion des cellules 298 Brièvement, ils

ont montré que ces lymphocytes se divisaient de façon normale dans une souris

déficiente en IL-15 à qui on avait injecté un Ac anti-IL-2. Par contre, cet auto

renouvellement était complètement aboli lors de l’ajout d’un Ac anti-IL-2R3,

impliquant qu’une troisième cytokine pouvait signaler via l’IL-2R13 et induire la

prolifération de CD8 ‘M. L’IL-21R étant connu pour partager beaucoup

d’homologie avec l’IL-2R3 (29% d’identité, 46% de similarité), l’IL-21 serait un bon
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candidat conmie troisième cytokine utilisant l’IL-2R. Ceci pourrait même expliquer

pourquoi 1’IL-21 diminue l’expression de 1’IL-2R13 sur les cellules CD$ TM si elle
l’utilise dans sa signalisation. Afin de vérifier cette hypothèse, nous pouffions utiliser
les souris IL-15 et les injecter avec un Ac anti-IL-2 ainsi qu’un anti-IL-21. Il serait
possible alors d’étudier l’auto-renouvellement des lymphocytes T CD8 TM chez la
souris IL-15 où l’IL-2 et l’IL-2l ne sont plus disponibles en présence ou non d’un

Ac anti-IL-2RÇ3. Si l’IL-21 est la 3 cytokine utilisant l’IL-2R3, il devrait y avoir

absence de division des cellules T CD8 chez les souris injectées avec I’Ac anti-IL-21

avec ou sans l’anti-IL-2R3.

Toutes les hypothèses décrites précédemment pourraient expliquer la cause de
l’accumulation de lymphocytes T ayant un phénotype mémoire chez la souris IL-21
Tg. Cependant, certaines sont favorisées à nos yeux. Nous croyons que l’IL-21, par
son abondance, augmente l’espace alloué à la niche des cellules T mémoires. Comme
les lymphocytes TM dépendent de I’IL-7 et de l’IL-15 (pour les cellules T CD4 et
CD8 respectivement), la présence de l’IL-21 permet aux lymphocytes CD8 TM de
prendre plus de place, car ils ne dépendent plus seulement de l’IL-lS. Il serait très
possible que l’IL-21, en plus de son rôle de survie chez les lymphocytes CD$
mémoires, induise aussi l’auto-renouvellement de ces derniers. La perte concomitante
des cellules T naïves serait la conséquence de l’inhibition de l’expression du
récepteur de l’IL-7 par l’IL-21 et/ou l’induction de l’expression de Bd-6 chez celles-
ci. L’explication du phénotype mémoire observé chez la souris IL-21 Tg représente
donc un défi stimulant.

5.2 PHÉNOTYPE HÉMATOPOÏÉTIQUE CHEZ LA SOURIS IL-21 TG

Lors de la caractérisation du modèle murin surexprimant l’IL-21, nous avons
observé la présence de deux phénotypes distincts chez les souris IL-21 Tg. Le
premier groupe avait une durée de vie ne dépassant pas 3 semaines alors que dans le
2e groupe, la survie était supérieure à 3 semaines. La différence expliquant pourquoi
nous obtenons deux groupes de souris réside peut-être dans le site d’intégration du
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transgène. En effet, chaque souris IL-2lTg pourrait présenter un site d’insertion du

transgène différent. Les séquences amplificatrices, inhibitrices ou promotrices se

trouvant dans les environs de l’insertion pourraient moduler l’expression

transgénique. De plus, il se pourrait que le transgène abolisse l’expression d’un autre

gène important, conduisant au phénomène hématopoïétique que nous avons observé.

Il serait donc intéressant de comparer la concentration en IL-21 du sérum des souris

IL-21 1g versus leur durée de vie afin de voir si une corrélation existe entre

l’espérance de vie de la souris IL-21 Tg et son niveau d’IL-21 sérique. Pour résumer,

le groupe 1 de souris IL-21 1g présente un défaut de lymphopoïèse dans la MO

puisqu’il y a absence de précurseurs B (B220igM) et cellules B matures

(B22OIgM). Les pro-B sont normaux dans la rate, mais on y note l’absence de

cellules B matures. Malheureusement, l’érythropoïèse n’a pas encore été analysée

chez ce groupe de souris IL-21 1g. L’absence de lymphopoïèse est aussi observée

dans la MO chez le groupe 2 de souris IL-21 1g. Il y a perte des précurseurs B et

moins de cellules B matures. Au niveau de la rate, nous voyons un nombre supérieur

de progéniteurs B et une diminution de cellules B matures. Les souris du groupe 2

possèdent une érythropoïèse réduite dans la MO qui semble compensée par une

accumulation d’érythrocytes dans la rate. Chez les deux groupes de souris IL-21 1g,

nous avons remarqué l’accumulation de cellules de la lignée myéloïde (CD11bGr-

1) dans la MO, cette sur-représentation étant massive dans la rate. La souris IL-21

1g présente un défaut hématopoïétique qui pourrait expliquer leur viabilité réduite.

Ainsi, nous avons procédé à une greffe de MO chez des souris syngéniques irradiées.

Lors de l’analyse de la souris receveuse, i.e. aux environs du jour 25 post-greffe où

elle montrait des signes de grande faiblesse, nous avons remarqué la présence de ce

même phénotype hématopoïétique. Ceci suggère donc que l’IL-21 régule

l’hématopoïèse et, lorsque présente en grandes quantités, cause la mortalité chez les

souris IL-2 1 1g due à un défaut dans le développement des progéniteurs

hématopoïétiques.

Les sous-sections suivantes présentent les différentes hypothèses afin

d’expliquer le rôle de l’IL-21 dans la régulation de l’hématopoïèse
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5.2.1 Accumulation de cellules myéloïdes au détriment des ]ignées érythroïdes et

lymphoïdes

Comme nous avons observé une accumulation de cellules myéloïdes dans la

MO et la rate de la souris IL-21 1g, nous suggérons que l’IL-21 inhibe la

lymphopoïèse et l’érythropoïèse au profit de la myélopoïèse chez la souris IL-2 1 Tg.

L’absence de pro-, pre- et cellules immatures B dans la MO des souris IL-21 Tg

pourrait être causée par un effet toxique de I’IL-21 sur cette population. En effet, il

n’a pas été démontré que l’IL-21 était une cytokine produite de façon endogène par la

MO dans une souris sauvage. La forte présence d’IL-21 dans la MO de la souris IL-

21 Tg pourrait avoir comme conséquence la mort par apoptose de la lignée

lymphoïde B. Des évidences suggèrent que l’IL-21 induit l’apoptose chez les cellules

B naïves et activées de la rate tout en les stimulant à proliférer 253,266 Cependant, les

effets sur les cellules B de la MO ne sont pas connus. Nous pourrions étudier l’effet

de l’IL-21 sur la lignée lymphoïde B (pro-, pre-B, B immatures et matures) de la MO

par injection de rIL-21 à des souris sauvages ou tout simplement en cultivant des

lymphocytes B avec de l’IL-2l. En utilisant le marquage à l’annexine V, il serait

possible d’observer s’il y a apoptose chez les différents stades de maturation B causée

par l’IL-21 à différents temps.

La colonisation de la rate par les progéniteurs B dans la souris IL-21 Tg est

peut-être un mécanisme compensatoire ayant pour but d’améliorer l’homéostasie des

lymphocytes B en périphérie. Quoique surprenant, la présence de progéniteurs B dans

la rate IL-21 Tg a déjà été illustrée chez une souris surexprimant l’IL-7 sous le

contrôle du promoteur de CMH de classe 299,300 Cependant, l’IL-7 est connue pour

réguler le développement des lymphocytes B, ce qui n’est pas le cas de l’IL-21.

Toutefois, l’IL-21R est exprimé par les cellules B pendant leur développement, ce qui

pourrait suggérer un rôle de l’IL-21 dans le développement des lymphocytes B 107,253

De plus, un autre groupe a démontré la présence de cellules B immatures dans la rate
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chez une souris IL-21 Tg 270 À la différence de notre souris, la souris IL-21 Tg

construite par ce groupe surexprime l’IL-21 humain.

La présence plus élevée d’érythrocytes dans la rate IL-21 Tg servirait aussi à

combler le manque laissé par leur absence dans la MO. En effet, des travaux

précédents suggèrent qu’une anémie causée par le manque d’érytbrocytes amène

l’hypoxie dans les tissus, induisant l’expression d’érythropoïétine (Epo) par les reins.

L’augmentation de la concentration sérique en Epo entraînerait les cellules de la MO

à migrer vers la rate où elles se différencient et prolifèrent 301,302 D’ailleurs, la rate

supporte très bien l’érythropoïèse 303• Il serait envisageable de prolonger la survie des

souris IL-21 1g en leur injectant de 1’EPO, ce qui inhiberait l’anémie présente et

pourrait prolonger la survie de celles-ci.

Afin de confirmer que 1’IL-2l inhibe la lymphopoïèse et l’érythropoïèse au

profit de la myélopoïèse chez la souris IL-21 Tg, nous pourrions cultiver les cellules

de la MO et/ou de la rate de celles-ci dans un milieu supportant le développement de

colonies pre-B (rIL-7), érythroïdes (SCF, érythropoïétine), ou myéloïdes (IL-3, IL-6,

SCF). En phénotypant et comptant le nombre de colonies obtenues dans chacun des

milieux, il nous serait possible de déterminer l’activité progénitrice des cellules de la

MO et ou/de la rate provenant de souris IL-21 1g pour chaque lignée. Min de vérifier

l’effet direct de l’IL-21 in vitro sur le développement de ces différents types de

colonies, il serait très intéressant de cultiver des cellules de MO ou de rate prélevées

d’une souris normale B6 dans les milieux mentionnés précédemment. L’ajout de rIL

21 à ces milieux pourrait nous donner une indication sur le rôle de l’IL-21 dans le

développement des différentes lignées. Cependant, cet effet de l’IL-21 sur les cellules

précurseurs doit passer par la signalisation via son récepteur, 1’IL-21R. Nous avons

donc caractérisé l’expression de l’IL-21R sur les différents types de progéniteurs de

la MO chez une souris normale.
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5.2.2 Expression de 1’IL-21R sur les progéniteurs hématopoïétiques

Puisque la souris IL-2 1 Tg présente une sur-représentation de cellules

myéloïdes dans la MO et une diminution concomitante des lymphocytes B et des

érytbrocytes, nous pensons que l’IL-21R doit être exprimé par les cellules myéloïdes.

L’accumulation de cellules myéloïdes serait donc expliquée par une prolifération des

cellules myéloïdes immatures et/ou matures. Afin d’expliquer comment l’IL-21 cause

les défauts hématopoïétiques, nous avons tenter de détecter laIles population(s)

hématopoïétique(s) exprimant l’IL-21R chez une souris sauvage. Compte tenu de

l’accumulation de cellules myéloïdes chez la souris IL-21 1g, nous pensions trouver

l’expression de l’IL-21R sur les cellules myéloïdes matures, ce qui aurait suggérer un

rôle de l’IL-21 dans la survie et/ou la prolifération de celles-ci. Puisque tel n’était pas

le cas, nous nous sommes tournés vers les progéniteurs myéloïdes, mais l’IL-21R

brillait toujours par son absence. En dernier recours, nous avons analysé les CLP de

la souris sauvage. Nous avons été surpris de constater l’expression de l’IL-21R sur les

CLP par RT-PCR, car ce résultat implique dès lors que l’IL-21 agit directement sur

les CLP. Dans les sections suivantes, nous proposons certains mécanismes par

lesquels l’IL-21 pourrait agir sur les CLP.

5.2.2.1 Effet de l’IL-21 sur l’expression de 1’IL-7R chez les CLP et répercussion sur

le développement des cellules B et T

Nous avons démontré que l’IL-21 diminuait l’expression de I’IL-7RŒ sur les

lymphocytes T naïfs ainsi que sur les cellules T CD$ activées/mémoires. Si l’IL-21

cause aussi la diminution de l’IL-7R sur les CLP, ceci peut avoir des conséquences

importantes au niveau du développement des stades de différenciation subséquents.

L’expression de l’IL-7Ra par les CLP est essentielle pour le développement des

lignées lymphoïdes B et T, car l’IL-7 induit la différenciation des CLP vers les

lymphocytes B et permet aux progéniteurs T arrivés dans le thymus de proliférer aux

stades DN et de survivre via l’induction de Bd-2 162,163,206,215,216,218,304 La forte

présence d’IL-21 pourrait donc causer une diminution dans la différenciation des
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CLP vers les lymphocytes B, expliquant leur absence dans la MO de la souris IL-21
1g. Par le fait même, la survie des progéniteurs T et leur développement pourraient
aussi être altérés, ces derniers ne recevant plus de signaux de survie et de
prolifération via l’IL-7RŒ. Il est à noter que le thymus des souris IL-21 1g montre
une forte diminution du nombre de thymocytes DP, ce qui pourrait être causé par
l’absence de prolifération chez les stades DN due à la perte de l’expression de l’IL
7Ra.

Cependant, la diminution de l’expression de l’IL-7RŒ par l’IL-21 ne pourrait
affecter directement la survie des CLP. En effet, la signalisation via ce récepteur n’est
pas essentielle dans le maintien d’un nombre normal de CL?, comme constaté chez
une souris déficiente en IL-7Ru 62,206• L’absence de l’IL-7RŒ sur les CLP jouerait
donc un rôle négatif dans la différenciation des CLP vers les lymphocytes B et T
plutôt que dans la survie des CLP. Il serait intéressant de cultiver des CLP de souris
sauvage sur un milieu permettant le développement de colonies B et d’y ajouter de
l’IL-21. Ceci pourrait récapituler l’effet de l’IL-21 sur le développement de ces deux

populations afin de vérifier si celui-ci est inhibé.

Évidemment, il serait intéressant de confirmer la baisse de l’expression du

récepteur à l’IL-7 sur les CLP de la souris IL-21 1g. Par contre, nous prévoyons

quelques difficultés à identifier ces derniers, compte tenu que la reconnaissance des

CLP est basée sur l’expression de l’IL-7RŒ. Il nous faudrait aussi confirmer que l’IL

21 diminue l’expression de l’IL-7RŒ chez les CLP. Il faudrait pour cela trier des CLP

qui seraient ensuite cultivés in vitro en présence ou absence de rIL-21. Par cytométrie

en flux ou RT-PCR, nous pourrions détecter si l’IL-2l diminue l’expression de l’IL

7RŒ sur les CLP.

5.2.2.2 Signalisation par l’IL-21R sur les CLP

Nous avons observé une accumulation de cellules myéloïdes chez la souris

IL-21 Tg alors que l’IL-21R est exprimé par les CLP. Ceci implique que la
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signalisation via l’IL-21R provoquerait un changement de différenciation des CLP
vers la lignée myéloïde. Nous nous devons de noter que l’expression de l’IL-21R sur
les CLP est très faible comparativement à celle observée sur les lymphocytes
matures. Ceci soulève la question suivante: Est-ce que le niveau d’expression de
l’IL-21R est proportionnel au besoin de la cellule de recevoir un signal de FIL-21?
En effet, pour l’IL-7, des cellules T cultivées en son absence augmentent l’expression
de l’IL-7RŒ alors que la présence d’IL-7 la diminue 296 Nous savons que l’IL-21R
est exprimé fortement sur les lymphocytes T et B activés. Ces derniers requièrent des
signaux via l’IL-21R afin d’induire la production d’IgG et l’apoptose chez les cellules
B, ainsi que la prolifération chez les lymphocytes T et B. Ces exemples démontrent à
quel point une forte expression de l’IL-21R permet à ces types cellulaires de répondre
à une infection. Cependant, la production d’IL-21 dans la MO n’a pas été démontrée.
Sa forte présence dans la souris IL-2 1 1g pourrait donc conduire à une signalisation
intracellulaire chez les CLP de la souris IL-21 1g qui est normalement absente chez
les CLP d’une souris sauvage.

L’action de l’IL-21 dans le changement de lignée de différenciation pourrait

donc se présenter sous forme d’expression de récepteurs normalement absents chez

les CLP ou par l’activation et/ou l’inhibition de FT importants dans le développement

myéloïde et lymphoïde. Des évidences en faveur de cette hypothèse ont été obtenues

par deux groupes de recherche 165,211 La transfection de CLP avec le gène pour le
GM-CSFR ou l’IL-2R a permis aux CLP d’exprimer de façon ectopique ces

récepteurs qui ne sont pas présents normalement chez cette population. La culture de
ces CLP transfectées avec l’IL-2 ou le GM-CSF a entraîné celles-ci à se différencier
vers la lignée myéloïde, démontrant que l’action de cytokines peut changer le

programme de différenciation d’une lignée de développement vers une autre 165211

Dans le cas de la souris IL-21 Tg, l’activation constitutive d’un FT comme PU.l dans

les CLP par l’IL-21 pourrait inhiber l’expression de l’IL-7RŒ et activer la

transcription des gènes codant pour les récepteurs de cytokines myéloïdes. Ces
dernières pourraient alors transmettre des signaux à une cellule auparavant dédiée à la

lignée lymphoïde. Il nous serait possible d’examiner l’expression de récepteurs
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normalement absents sur les CLP (GM-CSFR, G-C$FR) cultivés ou non avec l’IL-21

afin de comprendre si le changement dans la lignée de différenciation est dû à l’action

de cytokines myéloïdes via leurs récepteurs. De plus, nous pourrions vérifier

l’activation ou l’inhibition de FT importants dans le développement myéloïde ou

lymphoïde en cultivant les CLP avec l’IL-21. L’expression de gènes cibles (comme

PU.1, IL-7RŒ, EBF, GATA-Ï) chez les CLP traités ou non avec l’IL-21 serait ensuite

analysée.

D’un autre côté, l’IL-21 pourrait simplement mener à l’apoptose des CLP,

laissant toute la place aux cellules myéloïdes. Il serait possible que l’IL-21 induise la

mort des CLP comme elle le fait chez les lymphocytes B 253,266 Ceci pourrait être

étudié en cultivant les CLP avec l’IL-2Ï et observer si elles subissent l’apoptose en

les marquant à l’annexine V.

5.2.2.3 Activation de Vf et expression de récepteurs aberrants par les CLP

L’expression de l’IL-7RŒ représente le changement initial dans la

différenciation des CSH vers les CLP, car ce récepteur est absent des CSH 157 De

plus, la diminution de l’expression de GM-CSFR serait aussi importante dans

l’engagement vers la lignée lymphoïde, puisque l’expression ectopique de ce

récepteur chez les CLP entraîne ces derniers à se développer dans la lignée myéloïde

in vitro 165 De façon intéressante, l’expression de l’IL-7RŒ et du GM-CSfR est

contrôlée par le Vi’ Pu.i 205,305,306 Une forte expression de PU.1 active la

transcription du GM-CSFR, alors qu’une faible expression de PU.1 induit

l’expression de l’IL-7RŒ. De plus, l’engagement des CSH vers les CLP ou les CMP

est dépendant de la concentration en PU.1. Une quantité plus élevée de PU.1 dirige

les cellules vers le développement myéloïde plutôt que lymphoïde 200 Nous

proposons deux mécanismes expliquant le phénotype myéloïde observé dans la MO

de la souris IL-21 Tg (figure 16). Premièrement, l’IL-21, en se liant à l’IL-21R,

pourrait inhiber l’expression de 1’IL-7Ra, qui ne pourrait signaler via le fi EBF 219rn

Ce dernier serait incapable d’activer la transcription de Pax5 307, qui normalement est
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un antagoniste de PU.i 308rn Ce dernier serait alors présent en grandes quantités

puisqu’il se transcrit par lui-même 309, favorisant la différenciation de ce qui était

auparavant une cellule CLP vers la lignée myéloïde. De plus, PU. 1 est reconnu pour

moduler à la hausse l’expression des récepteurs des cytokines myéloïdes (GM-CSf,

M-CSF, G-C$f). L’expression de ces derniers favoriserait la maturation le long des

stades myéloïdes, inhibant toute différenciation lymphoïde au profit des CMP. Le

deuxième mécanisme impliquerait l’activation directe de PU.l comme cible de la

signalisation via l’IL-21R, le reste de la cascade étant identique à ce qui a été décrit

ci-haut. Ceci aurait deux conséquences: une haute teneur en PU. 1 dirige la

différenciation des précurseurs vers la lignée myéloïde. L’expression des gènes

relatifs au développement de la lignée B serait donc très diminuée. De plus, dès le

choix myéloïde engagé, le ratio PU. 1 !GATA- I serait en faveur de PU. 1. Ces deux fT

Pu.1
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t@
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figure 16. Modèle hypothétique proposé sur l’effet de l’IL-21 chez tes CLP dans ta souris IL-
21 Tg. Nous avons démontré que les CLP expriment le récepteur à l’IL-2 1. Afin d’expliquer
l’absence de développement B et l’accumulation de cellules myéloïdes, nous suggérons deux
mécanismes. Le premier tire partie des observations que l’IL-21 inhibe l’expression de l’IL-7RŒ
sur les lymphocytes T naïfs périphériques. S’il en est de même sur les CLP, la perte de l’IL-7Ra
entraînera un arrêt du développement B. De plus, le FT PU.1 pourrait s’accumuler puisqu’il n’est
pas modulé par Pax5 et s’autoactive. L’abondance de PU.l empêchera GATA-l de diriger les
CMP vers les MEP, donc la différenciation s’effectuera plutôt du côté des GMP. Ceux-ci peuvent
ensuite devenir granulocytes ou monocytes matures selon l’expression de C/EBPa.
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étant des antagonistes et GAlA-1 entraînant la différenciation vers les MEP, les

précurseurs seraient dirigés vers les GMP. Il serait donc intéressant d’étudier

l’expression de PU.1 dans les cellules totales provenant de la MO de souris IL-21 1g

afin de vérifier si la signalisation par 1’IL-21R n’induirait pas ce FT, provoquant ainsi

son augmentation.

Évidemment, l’analyse du transcrit de GAlA-1 dans la MO de la souris IL-21

1g permettrait de confirmer cette hypothèse. Ceci expliquerait l’absence de cellules

érythroïdes. Ensuite, nous pourrions analyser l’expression de C/EBPŒ, le joueur

permettant le développement des granulocytes aux dépens des monocytes, puisqu’il

inactive PU•1 ‘°. La suite d’expériences décrites dans cette section nous permettrait

de comprendre comment l’IL-21 agit sur les populations hématopoïétiques,

conduisant à l’accumulation de cellules de la lignée myéloïde. Ceci serait un nouvel

exemple de l’action d’une cytokine dans la détermination du choix de lignée de

différenciation.
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5.3 CONCLUSION

Cette étude a permis de caractériser le rôle de l’IL-21 in vivo dans

l’homéostasie des lymphocytes T. Nous avons été surpris de constater que malgré des

résultats in vitro démontrant que l’IL-21 était un facteur de survie chez les

lymphocytes T naïfs, le phénotype observé chez la souris IL-21 1g consistait en

l’accumulation de lymphocytes TM. En effet, ceux-ci présentent les caractéristiques

fonctionnelles des cellules T mémoires dont la production d’IFN-y et la prolifération

suite à une stimulation. Ces résultats amèneront une meilleure compréhension des

mécanismes régulant l’homéostasie des lymphocytes T. De plus, l’effet de l’IL-21 sur

l’expansion de cellules T spécifiques à un Ag pourrait être utilisé lors de

l’administration de vaccins thérapeutiques. L’ajout de l’IL-21 au vaccin thérapeutique

permettrait une meilleure réponse immunitaire afin d’enrayer une maladie ou une

tumeur. Le rôle de l’IL-21 dans la génération et/ou la survie des lymphocytes T

mémoires peut s’avérer important au niveau de la vaccination préventive. En effet, le

succès de la vaccination préventive réside dans la génération d’une population

mémoire efficace et stable à travers le temps. L’IL-21 pourrait aider, via la génération

de lymphocytes T mémoires, à développer une meilleure protection contre les

infections chez des sujets à risque.

Étonnamment, la souris IL-21 1g démontre une viabilité diminuée qui serait la

conséquence d’un défaut hématopoïétique. Les analyses effectuées sur la MO et la

rate ont permis de découvrir une accumulation de cellules myéfoïdes. De plus, la MO

est dépourvue de lymphocytes B et d’érythrocytes. Ceci suggère donc un rôle

inattendu pour l’IL-21 dans la détermination du choix de différenciation des

progéniteurs hématopoïétiques, choix biaisé vers la lignée myéloïde. Cette découverte

permettra une meilleure compréhension des mécanismes régulant le choix de

différenciation des progéniteurs de la MO. En outre, il pourrait être utile d’étudier

l’effet de l’IL-21 chez des patients souffrant d’un manque en cellules du système inné

(granulocytes, monocytes). Finalement, la compréhension du phénotype de la souris
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IL-2 1 1g devrait nous donner des indices concernant le développement de syndromes

myéloprolifératifs, par exemple les leucémies myéloïdes chroniques.
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