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Sommaire

L’injection de cellules immunologiquement compétentes a un héte histo-incompatible
amene une réaction qui peut se traduire par la maladie du greffon-contre-1"hote
(GVHD). La GVHD demeure une barri¢re importante a une utilisation plus répandue
de la greffe allogénique de cellules hématopoiétiques (AHCT), pourtant un traitement
efficace pour traiter de nombreuses maladies. Une meilleure compréhension des
mécanismes qui sous-tendent cette pathologie pourrait en faciliter le traitement et la
prévention. L’Interféron-gamma (IFN-y) et le Transforming Growth Factor-béta
(TGF-B) sont deux cytokines maitresses de I’immunité impliquées dans la fonction et
I’homéostasie des cellules greffées. Nous démontrons chez la souris que I’'IFN-y
limite la reconstitution lympho-hématopoiétique de facon dose-dépendante en
mobilisant des mécanismes d’apoptose et en inhibant la prolifération cellulaire. Le
TGF-B est quant a lui généralement connu comme un immunosuppresseur qui
contrdle I’immunité en utilisant plusieurs voies de signalisation. Le role relatif de ces
voies en AHCT est inconnu. Nous avons étudi¢é une de ces voies en greffant des
cellules provenant de donneurs déficients pour le gene SMAD3 (SMAD3-KO), un
médiateur central de la voie canonique du TGF-B, a des souris histo-incompatibles.
Bien que I’absence de SMAD?3 ne cause aucune maladie chez nos souris donneuses,
I’injection de cellules SMAD3-KO ameéne une GVHD du colon sévére chez le
receveur. Cette atteinte est caractérisée par une différenciation Thl et une infiltration
massive de granulocytes témoignant d’un role central de SMAD3 dans la physiologie
des lymphocytes T CD4 et des cellules my¢loides. Nous avons focalisé ensuite nos
efforts sur le réle de SMAD?3 chez les lymphocytes T CD4 en sachant que SMAD3
était actif chez les lymphocytes T CD4 tolérants. Nous avons découvert que SMAD3
¢tait rapidement inactivé aprés une activation des cellules T, suggérant que
I’inactivation de SMAD3 était fonctionnellement importante pour briser 1’état de
tolérance. Des ¢tudes de micro-puces d’ADNc nous ont montré que SMAD3
contrdlait en effet I’expression de nombreux transcrits de génes connus comme étant
reliés a la tolérance et/ou a des processus biologiques dont les roles dans le maintien

de la tolérance sont plausibles.

Mots Clés : Interféron-gamma, TGF-béta, GVHD, tolérance immunitaire, Thl,

granulocyte.



Abstract

The injection of immuno-competent cells into a histo-incompatible host can result in
the development of Graft-versus-Host disease (GVHD). GVHD is the most
significant barrier to a more widespread use of allogeneic hematopoietic cell
transplantation (AHCT), a potent treatment for several diseases. A better
understanding of the pathophysiological underpinnings of GVHD would facilitate the
design of rational approaches to treat and prevent this complication of AHCT.
Gamma-interferon (IFN-y) and Transforming Growth Factor-beta (TGF-3) are master
cytokines of immunity and have a role in the function and homeostasis of
transplanted cells. Using a murine model, we show that IFN-y curtails lympho-
hamatopoitic reconstitution in a dose-dependent fashion by increasing apoptosis and
by limiting donor cell proliferation. TGF-f is an immunosuppressive cytokine that
controls immune cells through multiple signaling pathways. The relative contribution
of these pathways in AHCT is unknown. We specifically studied the role of one of
these pathways by transplanting SMAD3 deficient cells (SMAD3-KO) in histo-
incompatible hosts. SMAD3 is a key mediator of the so-called canonical TGF-3
signaling pathway. Although SMAD3-KO donor mice are healthy, the injection of
SMAD3-KO cells leads to severe GVHD in the hosts, characterized by intestinal
involvement associated with Th1 skewing and massive granulocyte infiltration. These
findings hint at a crucial role for SMAD3 in CD4 T-cell and myeloid cell biology.
We then focalized on the role of SMAD3 in CD4 T cells knowing that SMAD3 is
active in tolerant, resting CD4 T cells. We found that SMAD3 was rapidly inactivated
upon T cell activation, suggesting that SMAD3 inactivation was functionally
important to break the state of tolerance. Our cDNA microarray experiments show
that indeed, SMAD3 regulates the transcript levels of multiple genes known to be
involved in T cell tolerance and in biological processes plausibly related to immune

tolerance.

Keywords : gamma-interferon, TGF-beta, GVHD, immune tolerance, Thl,
granulocyte.
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Introduction

L’objectif principal des travaux contenus dans cette thése était de mieux cerner
I’impact de I’'IFN-y et de SMAD3, un médiateur central de la voie signalétique du
TGF-B, dans la reconstitution et la physiologie des cellules hémato-lymphoides apres

une greffe de cellules hématopoiétiques allogéniques.

Il est difficile d’esquisser un portrait simple de quelque chose de complexe. Cette
introduction se veut étre une description concise et intelligible de notre systéme
immunitaire et de I’alloréactivité. Le but est de mettre en contexte les observations
faites dans les manuscrits ci-joints en approfondissant certains éléments par rapport a

d’autres.

Les actions de I'I[FN-y et du TGF-B coordonnent de facon cohérente plusieurs des
mécanismes décrits dans ce survol de la physiologie de la réponse immunitaire et
nous insisterons sur ces processus. La derniére section de I’introduction décrit
sommairement les travaux originaux inclus dans cette thése en insistant sur les

connaissances nouvelles qu’ils apportent.

1-La réponse immunitaire

1. 1-Systeme immunitaire inné et adaptatif !

Notre systéeme immunitaire doit nous protéger contre les agents infectieux. Pour
accomplir cette tAiche monumentale, notre organisme a intégré des outils cellulaires et
moléculaires tout au long de I’évolution. De facon remarquable, cet amalgame de
fonctions agit de fagon coordonnée. Les théoriciens modernes de I’immunité ont
¢laboré deux modeles non-exclusifs, lesquels articulent la réponse immunitaire a
partir de deux points de départ distincts. Ainsi, selon les mod¢les disponibles, notre
systéme immunitaire répond & ce qui est dangereux” et/ou & ce qui est étranger”. Les
données actuelles nous permettent de croire que ces deux types de reconnaissances
co-existent, souvent simultanément’. Une analyse des deux modéles est toutefois utile
afin de conceptualiser la compartimentation (non-étanche) de notre systéme
immunitaire. En effet, les signaux de danger semblent initier la réponse immunitaire

en agissant sur les cellules du systéme «inné», apparu plus précocement dans
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I’évolution et les déterminants étrangers (non-soi), quant a eux, stimulent les cellules

du systéme immunitaire adaptatif.
1.1.1 Immunité innée.

Les cellules du systéeme immunitaire inné et adaptatif sont des cellules du systeme
hématopoiétique, qui ontologiquement ont toutes la méme origine, la cellule souche

hématopoiétique’ (Figure 1).

/

\

Précurseur

Précurseur myéloide
Cellule souche

mastocytaire

iy

meégacaryocylaire

PréCUrseur erythro- s——ge e s Erythrocytes

—_— = =3 Mastocyles

— =3 =3 Plaguettes

hematopoietique

Différenciation

Auto-
renouvellement

A

<O
@

Precurseur lymphoide

—3» —» —>» Monocytes/macrophages
=3 =3 =3 Neutrophiles
—3 —3» —3» Eosinophiles et Basophiles

4

Précurseur mono-
granulocytaire

©
(4]
—_

\)

> > >
—p —Pp —Pp LymphocytesB

Lymphocytes NK

Développement Médullaire

— = =3 LymphocytesT
= =3 =3 [ymphocytes T-yb

Développement thymigue

Figure 1. Schématisation du modéle hiérarchique et pyramidal de I'hématopoiése. Les fleches indiquent les étapes de

différenciation ou d'auto-renouvellement de facon sommaire. Inspiré de®
Les cellules du systéme inné sont les granulocytes, les macrophages et des sous-types
de cellules lymphoides (NK, lymphocytes-yd). La fonction de ces cellules est de
reconnaitre, de détruire des cellules présentant des signaux de danger, de propager la
réponse immunitaire (vers d’autres cellules du systéme inné ou vers les cellules du
systéme adaptatif) et de participer a la réparation et au remodelage des tissus apres
I’élimination du « danger ». Les cellules du systéme inné (principalement les
granulocytes et les macrophages) accomplissent cette tiche grace a des récepteurs
non-polymorphiques”® (TLR-Toll-like receptors and PRR Pattern recognition
receptors) qui reconnaissent des signaux sous forme de structures moléculaires

conservées par 1’évolution, provenant de tissus endommagés ou des agents infectieux
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eux-mémes. Ces derniers sont appelés MAMP (microbe-associated molecular
pattern-Structures moléculaires associées aux microbes)'. La liaison entre les MAMP
et leurs récepteurs amenent des changements profonds chez les cellules du systéme
inné qui faciliteront le développement de fonctions phagocytaires et microbicides
notamment par la production de superoxides’. Aussi, certaines de ces cellules vont
stimuler la réponse adaptative par la sécrétion de cytokines et en présentant des
antigenes aux cellules du systéme adaptatif (décrit plus bas). Les cellules lymphoides
du systéme inné reconnaissent des signaux de stress cellulaire (tel que présents chez
une cellule infectée) et proceédent a leur élimination par sécrétion de molécules pro-
apoptotiques et de cytokines'’. Les descriptions usuelles du systéme immunitaire inné
rendent compte également de mécanismes non-cellulaires tels les barrieres muco-
cutanées (organisation tissulaires et molécules anti-microbiennes) et des protéines du
complément dont les actions servent a attirer les cellules immunitaires aux sites
d’infection (chimiotactisme), ainsi qu’a opsoniser (préparer pour la phagocytose) et

lyser les cellules infectées'.

Chez les vertébrés, le systétme immunitaire inné est la premiére ligne de défense
contre les infections. Une conception étroite des cellules innées comme simples
initiatrices de la réponse immunitaire n’est cependant plus possible'' . La présence
et les actions de cellules innées telles les macrophages et les neutrophiles tout au long
de la réponse définissent I’inflammation, un état tissulaire complexe résultant en
I’accumulation d’effecteurs immunitaires de toutes sortes (médiateurs solubles,
cellules, etc.) qui a un impact profond sur I’homéostasie du tissu affecté. En altérant
le contexte tissulaire, le systéme inné influe également sur les cellules du systéme
immunitaire elles-mémes. Un des impacts les plus déterminants découlant de la
réponse innée est la réponse immunitaire adaptative. En effet, une des fonctions des
cellules du systéme inné est d’agir en tant que cellules présentatrices d’antigénes
(APC). Un antigéne est un déterminant moléculaire précis et unique (contrairement

aux MAMP) qui est reconnu par les cellules du systéme immunitaire adaptatif’.
1.1.2 Immunité adaptative.

Le systeme dit adaptatif est caractérisé par six ¢léments essentiels ; 1) La spécificité

(assure une réponse spécifique a des déterminants antigéniques précis), 2) la diversité
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(assure une protection contre un vaste ensemble d’antigénes), 3) la mémoire (permet
une réponse plus vigoureuse lors d’une ré-exposition a un antigene), 4) la
spécialisation (réponse adaptée selon le type de microbe), 5) I’auto-régulation (la
capacité de terminer la réponse aprés 1’éradication de 1’antigéne) et 6) la tolérance au
soi (ne reconnait que les antigénes étrangers et épargne 1’hote lors d’une réponse)’.
Les cellules du systeme adaptatif sont les lymphocytes B et T, maitres d’ceuvre
respectivement de la réponse humorale et cellulaire. Lors de la réponse humorale, les
lymphocytes B produisent des anticorps, médiateurs solubles pouvant se lier aux
particules et cellules portant I’antigéne visé. Une des conséquences de la liaison d’un
anticorps sur une particule ou une cellule est la phagocytose ou la lyse par des
effecteurs du systéme inné, soulignant encore une fois le degré de coopération entre
les compartiments du systéme immunitaire. De plus, les messages transmis par les
cellules du systéme adaptif modifient les fonctions des cellules du systéme inné. La

réponse adaptative cellulaire est celle des lymphocytes T et sera décrite ci-apres.

1.2-La réeponse immunitaire T

Les précurseurs de lymphocytes T migrent de la moelle osseuse vers le thymus ou ils
terminent leur différenciation. Plusieurs étapes de sélection font en sorte qu’ils
développent un récepteur unique qui pourra interagir avec les APC sans toutefois
pouvoir s’attaquer aux antigénes du soi (voir 2.1 et 2.2). Les lymphocytes T générent
donc au hasard (sans avoir préalablement rencontré un antigéne étranger) par voie de
recombinaison génique un récepteur T (TCR). Cette fagon anticipatoire de se préparer
a reconnaitre des antigénes inconnus est une stratégie unique. On estime jusqu’a 10’
le nombre d’antigénes pouvant étre ainsi reconnus chez un individu'. Les
lymphocytes T quittent le thymus a 1’état naif et circulent, principalement d’un

organe lymphoide a un autre, ou ils rencontrent des APC présentant des antigénes.

La réponse adaptative typique s’élabore dans le temps en cinq phases', soit les phases
de reconnaissance, d’activation, d’élimination, de déclin et de mémoire. La premiére
phase est donc celle de la reconnaissance ou le lymphocyte T entre en contact avec
I’APC. Suite a ce contact il s’active et se différencie. La reconnaissance et
I’activation sont complétées dans les 7 a 10 jours apres une exposition a 1’antigene.

La phase suivante est la phase effectrice durant laquelle 1’antigéne est éliminé avec la
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cellule qui le présente soit I’APC et lors d’une infection, la cellule infectée (10-21
jours). La phase de déclin, ou contraction, chevauche en partie la phase d’élimination
et verra plus de 95% des lymphocytes générés mourir par apoptose. Des millions de
lymphocytes spécifiques ayant été générés lors de la réponse immunitaire, c’est
moins de 5 % qui persistent comme cellules mémoires (la cinquieme phase). Celles-ci
pourront ré-initier une réponse si elles sont exposées de nouveaux au méme antigéne.

. . , . . . 14
Cette réponse sera plus rapide tout en requérant moins de signaux activateurs .

La réponse immunitaire T est au cceur des travaux présentés dans cette thése et

certains aspects sont abordés plus en détails ci-apres.
1.2.1 Reconnaissance et activation

Le contact entre les APC et les lymphocytes T est la clef de volte de toute la réaction
immunitaire adaptative'>'®. En effet, les messages recus lors de cette rencontre
déterminent plusieurs fonctions lymphocytaires a long terme'’. 11 est donc utile de
rappeler ici I’hypothése des deux signaux'®, paradigme dominant au sujet de
I’activation des lymphocytes T. Par le TCR, le lymphocyte T s’assure de pouvoir
reconnaitre un antigéne de fagon spécifique. Tous les antigénes n’étant pas
nécessairement nocifs, une reconnaissance par le TCR peut amener une anergie
(tolérance) ou une activation selon un second signal. Ce second signal est amené par
I’APC selon le type et le degré d’activation de cette derni¢re. De fagon typique, une
APC exposée a des MAMP tel le lipo-polysaccharide (LPS-indiquant la présence de
bactéries), exprime des molécules de co-activation activatrices (les mieux décrites
étant B7-1 et B7-2) qui interagissent avec des récepteurs indépendants du TCR sur le
lymphocyte T (le ligand de B7-1 et B7-2 est CD28)""”. Ce second signal ajoute a la
spécificité du systeme adaptatif en traduisant le signal de « danger » détecté par
I’APC?. Aussi, il est utile de savoir que les lymphocytes T activés peuvent exprimer
des récepteurs (ex : CD40L) et sécréter des cytokines (ex : IFN-y) capables d’amener
Iactivation des APC*'*%. Cette interaction & double sens constitue le lien le plus
fondamental entre le systéme inné et adaptatif. Le modele des deux signaux est
conceptuellement utile, mais représente une grossiére sous-estimation des relations
multiples qu’entretiennent les lymphocytes T et les APC, notamment via les

cytokines (que plusieurs auteurs appellent le troisiéme signal)'’>.
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Ainsi, suite a une stimulation du TCR dans un contexte de co-stimulation favorable,
un vaste enchainement de cascades biochimiques et transcriptionnelles va bouleverser
les fonctions cellulaires et induire un programme de différenciation précis.
Rapidement, on assiste a un influx majeur d’ions calcium dans le cytoplasme™®.
L’orchestration de 1’activation lymphocytaire est tributaire des facteurs de
transcriptions NFAT dont ’activation dépend de la calcineurine, une protéine activée
par le calcium®. De plus, le calcium aurait un role important dans I’initiation de la
prolifération en induisant la production de dérivés réactifs de I’oxygeéne (reactive
oxygen species)’®. Le lymphocyte naif activé doit entre autre s’engager dans une
prolifération titanesque, qui est supportée par plusieurs cytokines dont la mieux
connue est I'[L-2, sécrétée par les lymphocytes T eux-mémes de fagon NFAT-
dépendante. Au cceur de cette prolifération et activation, nous observons aussi une
réaffectation des voies métaboliques. Un métabolisme quiescent, reposant sur la
phosphorylation oxidative et le catabolisme, se transforme en un métabolisme
glycolytique, rendant ainsi les autres substrats (lipides et acides aminées) disponibles

pour I’effort anabolique requis (synthése de membranes, acides nucléiques, etc.)”’.
1.2.2 Différenciation

Le destin des lymphocytes T lors d’une réponse immunitaire a été un sujet d’intenses
recherches au cours des derniéres années. La différenciation des lymphocytes T CD4
est méme devenue une référence lorsqu’on aborde les concepts de plasticité et de
lineage commitment (engagement irréversible vers un phénotype donné). Le
lymphocyte T CD4 est le coordonateur de la réponse immunitaire. Au premier chef; il
active le lymphocyte T CDS8 directement et indirectement via des signaux transmis
aux APC??™  Certaines données nous laissent également croire que les

lymphocytes T CD4 peuvent avoir des fonctions cytotoxiques directes®®".

Principal interacteur des APC, le lymphocyte T CD4 transmet ses directives aux
autres cellules par voie de cytokines et de récepteurs membranaires. La nature de ces
signaux dépend de sa différenciation selon 4 schémes principaux ; Thl, Th2, Th17 (h
pour helper) et Treg. L’hétérogénéité des sous-types Th est bien plus vaste (Th9,
Th22, Tfh, etc.) et le sera vraisemblablement davantage’>. On appelle ces

lymphocytes Th des cellules helper compte tenu du role qu’elles ont sur les autres
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effecteurs du systéme immunitaire. C’est I’environnement (surtout cytokinien™) et la
force du signal recu par le TCR qui dictent principalement (mais non-enti¢rement) le
choix de différenciation du lymphocyte T CD4. Le Tableau I résume et la Figure 2A
illustre ces influences principales. Un article de revue récent et exhaustif’> met en
relief I’extraordinaire complexité et souplesse de cette différenciation. En effet, les
profils de différenciations Th ne sont ni exclusifs, ni définitifs®*. La base
fondamentale de cette hétérogénéité et plasticité est I’organisation de la chromatine a
certains locus™°. Ainsi, 1’organisation de la chromatine des génes nécessaires & une
différenciation donnée est, ou bien silencieuse, silencieuse mais permissive
(poised) ou bien active et accessible. C’est une suite d’éveénements impliquant des
facteurs de transcriptions et des enzymes modifiant les histones ou I’ADN qui
contribuent a « solidifier » I’identit¢ Th dans des contextes ou une telle chose est
nécessaire. Ultimement, I’identité Th se traduit par une marque épigénétique qui est

transmissible aux cellules filles lors de la division cellulaire.

Tableau I. Influences cytokiniennes principales et différenciation Th. (selon®?)

Signaux Signaux propagateurs Facteur de Cytokine(s)
initiateurs principaux transcription principal | produite (s)
principaux De fagon exclusive

Thl IL,-12, IFN-y, IL-12, IFN-y, IL-18 T-bet IFN-y
Signal TCR fort

Th2 IL-4, IL-2, Signal IL-33, IL-7, TSLP, GATA-3 IL-4, IL-5, IL-13
TCR faible IL-4

TReg IL-2, TGF-p (haute FoxP3 TGF-B
concentration)

Thl7 IL-6, TGF-B (faible  IL-1, IL-23, IL-21 RORyt IL-17A, IL-17F, IL-
concentration), IL- 22
21

Les réponses immunitaires coordonnées par les sous-types Thl et Th2 différent
grandement. Aussi, les programmes transcriptionnels qui supportent 1’une ou ’autre
des différenciations ne sont pas seulement différents, mais ils s’antagonisent. Le
facteur de transcription GATA-3, maitre d’ceuvre de la différenciation Th2, est
exprimé a des niveaux détectables chez les cellules T naives™. Suite a une stimulation
par 'IL-4, I’expression de GATA-3 sera augmentée, mais sera réprimée dans un
contexte favorable a la différenciation Thl (Figure 2A). Ainsi, GATA-3 réprime la

transcription de STAT4, un facteur de transcription au cceur de la signalisation de
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I’IL-12°7. L’IL-12 induit T-bet, orchestrateur de la différenciation Thl (Figure 2A),
qui lui réprime directement GATA-3®, Cet antagonisme s’exerce aussi a I’aide de
facteurs de transcription secondaires’*’. Avant méme d’atteindre la chromatine, des
interactions protéine-protéine peuvent contribuer a I’antagonisme T-bet/GATA-3.
Ainsi, la phosphorylation de la tyrosine 525 de T-bet par ITK permet a T-bet
d’inactiver GATA-3 en s’y liant. Les antagonismes entre RORyt et FoxP3,
spécifiant la différenciation Th17 et TReg respectivement en présence de TGF-f sont
plus flous, mais une interaction directe entre FoxP3 sur RORyt"' inhibe ce dernier. Le
lymphocyte sécrétera éventuellement ses propres facteurs de différenciation et
antagonisera le programme de différenciation rival (Figure 2A). Outre le blocage
d’un programme opposé, plusieurs boucles de rétroaction positive cimentent peu a
peu une différenciation Th donnée. Le cas de la régulation de la différenciation Thl et
de I’'IFN-y, acteurs fondamentaux des deux principaux articles inclus ci-apres, illustre
trés bien ce phénoméne. En effet, I’IL-12 produite par les APC (cellules dendritiques
et macrophages surtout), stimule STAT4 qui induit directement I’IFN-y, IL-12R et T-
bet chez les lymphocytes T°'~*. L’IFN-y induit STAT4*. La signalisation IFN-y via
STAT]1 augmentera davantage la transcription de T-bet®. T-bet et Eomes
participeront ensuite a la production maximale d’IFN-y*. Ainsi, au cours du
processus, la sensibilité¢ a I’IL-12 et a I'IFN-y (ainsi qu’a d’autres facteurs tel 1’IL-
18°%) s’accroit progressivement et si les signaux le dirigeants vers d’autres schémes
Th sont moins abondants ou inhibés, le lymphocyte T CD4 completera sa
différenciation Thl. On estime a 4 divisions le temps que requiert un lymphocyte T
CD4 naif pour terminer sa différenciation in-vitro®. Cette régulation, faite de
multiples boucles de rétro-action positives et d’antagonismes sélectifs dans un
contexte de stimulation favorable soutenue et renforcée®® (par I’environnement et le
lymphocyte CD4 lui-méme), semble permettre un certain contrdle tout en accordant
un changement de programme si 1’environnement change. Cette plasticité ne s’exerce
pas seulement lors des étapes initiales de la différenciation Th. Il semble en effet de
plus en plus plausible que méme les lymphocytes T CD4 parfaitement différenciés
peuvent adopter des fonctions et phénotypes typiques de d’autres schémes Th selon

les signaux ambiants*’. Le meilleur exemple est la fluidité¢ des schémes Th1-Th17 et
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Treg que nous reprendrons aux points 4.1.2 et 4.3.2 alors que nous aborderons les

aspects physiologiques de I'I[FN-y et du TGF-p.

Chez les lymphocytes T CD8, la somme des évidences nous indique que les schemes

de différenciation selon le type de cytokines sécrétées sont plus flous™™’. L

es
mécanismes d’induction de I’'I[FN-y demeurent analogues (avec une importance
accrue d’Eomes par rapport a T-bet). Cependant, ces deux facteurs de transcription
sont des joueurs de premiers plans dans la formation des lymphocytes T CDS8

mémoires’' (Figure 2B).

A CD4 Naif B CD8 Naif
& Stimulation
Antigénique
IL-4, IL-6,
TGF‘// TGF-B ¢
Thi 112, 12 4 T-bet, blimp-1, Effecteurs
PNy TGF. KLRG1 Sénescents
b IL-7 récepteur
IL-4, Thil7
IFM-y, e
- L2 TGFVB Treg b T-bet, KLRGL Précurseurs
R 4 IL-7 récepteur 2 o
i 4 BCL-2 mémoires
Th2

Figure 2. Environnement cytokinien et différenciation lymphocytaire T. A) Résumé des aspects abordés dans le texte.
Les signaux régissant les différentiations Th positivement et négativement sont en noir et rouge respectivement. B)
Illustration des aspects de différenciation des lymphocytes T CD8 abordes dans le texte. Les fleches indiguent les
nivaux relatifs d'expression.

1.2.3 Contraction et mémoire

La contraction de la réponse immunitaire est cruciale afin de maintenir I’homéostasie
immunitaire. En effet, la survie prolongée d’effecteurs pourrait mener a des
dommages tissulaires importants par réactivité croisée avec des antigénes du soi et la
sécrétion de cytokines pro-apoptotiques. Lors de cette contraction, des mécanismes
d’apoptose extrinséque (par récepteurs de mort cellulaire tel Fas) et intrinséque (voie
mitochondriale) sont mis & contribution™’. De fagon remarquable, les signaux regus au

début de la réponse immunitaire préparent non seulement le décours de celle-ci, mais
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aussi sa fin'’. Il y a donc dans le développement de la réponse adaptative une

. . . 53
importante notion de programmation™".

La formation d’effecteurs et de cellules mémoires est une étape cruciale de la réponse
T. Plusieurs auteurs ont tenté de caractériser ce qui se passe apres une activation chez
les lymphocytes T CD8. A ce jour la description la plus exhaustive nous est donnée
par I’équipe de Susan M. Kaech™. Selon le modéle proposé (Figure 2B), la plupart
des effecteurs CD8 deviendront sénescents et mourront par apoptose. Ces effecteurs
expriment des niveaux élevés de T-bet, de blimp-1, de KLRG1 (un marqueur connu
de sénescence) et de faibles niveaux d’IL-7 récepteur. Un profil similaire caractérise
les cellules mémoires-effectrices de courte durée de vie (short-lived effector memory-
SLEC). A l’autre bout du spectre, les précurseurs de cellules mémoires centrales
(Memory precursor effector cells — MPEC), expriment peu de T-bet’'. La distinction
entre cellules T CDS8 qui formeront des effecteurs ou des cellules mémoires semble se
produire assez tot™’. Un groupe propose méme que cette distinction se fait dés la
premiére division par voie de division asymétrique™. Ainsi, le paradigme actuel
dominant est que les destins cellulaires sont fixés dés la stimulation initiale
(différenciation divergente), plutét qu’en cours de réponse (différenciation linéaire)™.
La formation de cellules mémoires chez les sous-types CD4 Th pourrait cependant
davantage obéir aux deux modeles car on a pu démontrer que des cellules effectrices,
donc produisant des cytokines de types Thl ou Th2, peuvent devenir des cellules
mémoires aprés transfert adoptif (transfert chez un hote non-exposé a I’antigéne)®*®".
Cependant, une interaction initiale longue (plusieurs heures) avec I’APC ainsi que des
signaux TCR et cytokiniens forts semblent étre déterminants pour la génération de la

. 59,62
mémoire CD477°“.

1.3-La tolérance et [’homéostasie

La tolérance au soi est une des caractéristiques fondamentales du systéme adaptatif.
Ceci dit, cette propriété est tributaire de nombreux mécanismes distincts dont les
dysfonctionnements peuvent s’avérer catastrophiques®. Les lymphocytes B et T
doivent étre contenus afin de ne pas induire d’autoimmunité. Nous focaliserons sur
les lymphocytes T qui, deés leur ontogénése dans le thymus, sont soumis a une

sélection rigoureuse qui permet 1’élimination des clones dont la réactivité au soi est



23

forte (revu dans®!). L’ensemble des étapes critiques a la génése de lymphocytes T non
auto-réactifs, ainsi que la génération de Treg dits « naturels » (nTReg) parce que
formés dans le thymus, constituent les mécanismes de la tolérance centrale et ne

seront pas développés dans cette these.
1.3.1 La tolérance périphérique.

La tolérance centrale est imparfaite et incompléte'. Certains clones auto-réactifs
s’échappent du thymus et peuvent reconnaitre des auto-antigenes en périphérie. Ainsi,
un vaste arsenal de mécanismes existe afin de préserver les tissus du soi.
Globalement, I’ensemble de ces mécanismes sous-tendent la tolérance dite
périphérique. En étant principalement retenus dans les organes lymphoides
secondaires (ganglions lymphatiques et rate), les lymphocytes T naifs potentiellement
auto-réactifs sont tenus a 1’écart des organes ou ils pourraient rencontrer des auto-
antigénes (ignorance des auto-antigénes'). De plus, il appert que dans les organes
lymphoides secondaires des cellules non-hématopoiétiques peuvent présenter des
auto-antigénes de fagon non-immunogénique, afin de tolériser les cellules T de fagcon
analogue a ce que 1’on voit dans le thymus®. Tel que mentionné précédemment, ¢’est
la présentation antigénique par les APC qui est fondamentale au maintien de la
tolérance. Celle-ci est largement dépendante de ’état d’activation des APC, dont les
principales sont les cellules dendritiques®. L’interaction des lymphocytes T avec des
APC tolérogenes mobilise plusieurs mécanismes intrinséques aux lymphocytes T qui
sont aussi essentiels au maintien de la tolérance au soi. Ces molécules qui contrdlent
I’activation T appartiennent a différentes familles qu’il est inutile ici de décrire de
fagon exhaustive'’. Les mieux définies sont cbl-b (casitas B-lineage lymphoma-b) et
Itch, des ubiquitine ligases ainsi que les récepteurs de surface CTLA-4 et PD-1. Cbl-b
et Itch, contribuent a la dégradation d’intermédiaires de signalisation en aval du TCR
par le systéme ubiquitination/protéasome®’. Les récepteurs de co-stimulation négative
CTLA-4 (qui interagit tel CD28 avec B7-1 et B7-2, mais amene des phénotypes
opposés) et PD-1, inhibent la prolifération et ’activation et peuvent méme induire

I’apoptose chez des lymphocytes T activés' >

. De plus I’expression continue de ces
ligands maintient les cellules T dans un état d’anergie (ne pouvant étre ré-activées).

Cette derni¢re forme de tolérance est la tolérance adaptative, ou la reconnaissance
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d’un antigéne n’est pas bloquée mais la réponse a celui-ci contrélée. Dans un
contexte physiologique, cette forme de tolérance s’observe lorsqu’un antigeéne
persiste sans étre éliminé (typiquement lors d’infection virales persistantes)®". On
dit alors que la réponse s’épuise (exhaustion). La stimulation chronique améne aussi
la stimulation des voies apoptotiques mitochondriales et Fas-dépendante, menant a la

délétion des cellules T antigéne-spécifiques’ "’

. Les mécanismes d’apoptose sont
aussi mobilisés lors d’une réponse immunitaire normale tel que décrit plus haut et
contribuent a 1’homéostasie immunitaire. La figure 3 schématise la réaction

immunitaire adaptative en insistant sur les controles homéostatiques dans le temps.

Phase effectrice | Non-destruction de I'antigéne-Exhaustion
Destructionde | To|érance adaptative
A I'antigéne

(——

Contraction, émergence des lymphocytes
T mémoires, retour a la tolérance
Etat programmé — Apoptose des
effecteurs
Etat induit — Emergence de cellules
régulatrices, cytokines

Prolifération
Différentiation
Cytokines

Nombre et fonctions des
lymphocytes T

— N Contacts avec Etat de maturation des APC
Quiescence, absence de  2NtIBENEELSIENAUX [' Anergie, délétion ou activation

sighaux activateurs forts DETHEPLS
Tolérance maintenue
activement (ex. TGF-B, TReg)

I | I
0 7 14

Jours

Figure 3. Représentation de la réponse adaptative. Les 5 phases de la réponse adaptative y
sont représentées. Les mécanismes homéostatiques de tolérance sont décrits en rouge.

Outre les APC, d’autres cellules participent a la tolérance en limitant la réponse T.
Les lymphocytes régulateurs, dont les plus étudiés sont les TReg’, limitent la
réponse T. On évoque aussi que les lymphocytes-yd, NK et NKT peuvent agir comme
régulateurs dans certaines situations’*°. Cette inhibition utilise plusieurs mécanismes

de suppression selon le contexte (élimination des APC, sécrétion de cytokines, lyse
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des lymphocytes T effecteurs, inhibition par contact direct, etc.). Plusieurs sous-types
de cellules myéloides contribuent aussi a inhiber la réponse T. Les neutrophiles’” et
les macrophages’® peuvent notamment se montrer immunosuppresseurs aprés une
polarisation qui n’est pas sans rappeler la dichotomie Th1/Th2. Un groupe hétérogéne
de cellules appartenant a la lignée my¢éloide semble méme se spécialiser dans la
suppression de la réponse T adaptative (revu dans ”°). En effet, les cellules myéloides
suppressives (Myeloid-derived suppressor cells) utilisent notamment la production de
superoxides et de NO (via Inducible nitric oxide synthase (iNOS)) ainsi que la
déplétion d’arginine afin de freiner la prolifération des lymphocytes T (via 1’action de
I’arginase-1). La déplétion d’acides aminés et [’action des produits de leur
dégradation est d’ailleurs un théme important en immunorégulation depuis la
caractérisation de la dégradation du tryptophane en kyurénines par I’indolamine 2,3-
dioxygénase (IDO), exprimée dans des sous-types de cellules dendritiques et
tumorales®. Plusieurs cytokines répriment également les cellules immunitaires, dont
les plus connues sont I’IL-10 et le TGF-f. L’IL-10 mériterait qu’on lui consacre toute
une thése, mais nous nous limiterons a dire que cette cytokine est centrale dans le
contrdle de la réponse immunitaire contre les pathogénes afin de préserver I’hote®’.
Nous pouvons aussi nous servir de cet exemple afin de mentionner que I’IL-10 est au
ceeur d’une boucle de rétroaction négative, car parmi les sécréteurs principaux de
cette cytokine, nous trouvons les lymphocytes T CD4 Th1*. Le role de TGF- dans
I’immunité est abordé au point 4.3.2. De plus, les relations tolérogénes entre les
cellules innées et adaptatives, sont vraisemblablement plus complexes et
bidirectionnelles. En effet, nous réalisons que les cellules du systeme adaptatif

peuvent freiner la réponse innée™.

La description faite ici en est une d’une réponse homéostatique idéalisée, faite de
nombreuses boucles de rétro-actions positives et négatives afin d’optimiser la réponse
immunitaire. L’orchestration des mécanismes pro- et anti-inflammatoires n’est pas si
simple. En effet, les mécanismes immuno-stimulateurs et immuno-régulateurs sont
souvent enclenchés simultanément et leur coordination n’est pas toujours
harmonieuse, ou logique. C’est [D’intégration de multiples variables (parfois
inconnues) qui agissent dans le temps et dans une certaine gamme dynamique

(dynamic range), qui semble déterminer les phénotypes™*’.
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2- L’histocompatibilité

2.1 L’individualité immunologique

L’ histocompatibilité est I’habileté qu’a un organisme de reconnaitre et de tolérer ses
propres cellules et de les distinguer des cellules étrangéres*®. Ce phénoméne universel
aux métazoaires s’observe entre les espéces et entre les individus d’une méme espece
(a ’exception d’individus ayant le méme génome, tel les jumeaux monozygotes).
Alors, pourquoi sommes-nous immunologiquement uniques ? La réponse la plus
fondamentale que nous pouvons envisager a cette question s’¢labore a partir d’études
faites chez les protochordates, des organismes marins phylogénétiquement séparés
des mammiferes par des centaines de millions d’années. L’ascidien B. schlosseri
posséde un systéme de reconnaissance du soi rudimentaire, mais apparenté au
complexe majeur d’histocompatibilité (Major histocompatibility complex — MHC)
des vertébrés, dont la fonction principale n’est pas de lutter contre les infections, mais
plutét de se protéger contre I’invasion de cellules souches d’espéces apparentées™®.
En effet, cet organisme produit des colonies jointes par un systéme vasculaire unique
qui peuvent fusionner avec des colonies adjacentes. Cette idée de lutte contre le
« parasitisme » de cellules souches (stem cell parasitism) afin de maintenir une
certaine forme d’intégrité, serait donc une base fondamentale a partir de laquelle a

évolué le systéme immunitaire adaptatif.

Chez les vertébrés, les locus du MHC sont les génes les plus polymorphiques de tout
le génome®’. 1l semble méme que le maintien de cette hétérogénéité est activement
recherché lors de la reproduction sexuée chez les mammiféres (au moins chez les
souris”™** 1). En quoi alors la diversité est-elle utile ? L’explication la plus logique
semble étre reliée au fait que le MHC chez ces organismes est intimement li¢ aux
mécanismes visant a combattre les infections”. En effet, plusicurs alléles
polymorphiques de molécules du MHC sont associés a de meilleures réponses contre
certaines infections (revu dans °'). Ainsi, une grande hétérogénéité pourrait étre a la
fois le résultat de pressions sélectives différentes selon les régions et les époques et le
meilleur moyen d’assurer a I’échelle d’une population que tous ne présentent pas les

mémes vulnérabilités faces aux infections épidémiques.
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L’individualité immunologique n’est donc pas un accident, elle a une longue histoire
que les pressions évolutives ont raffinée. Nous décrirons ci-apres les déterminants

génétiques fondamentaux de 1’histocompatibilité chez les mammifeéres.
2.2 Le MHC

Le MHC comprend les génes fondamentaux de I’individualité immunologique. Situé
sur le chromosome 6 chez I’humain et 17 chez la souris, cette région comprend
plusieurs génes reliés au systeme immunitaire. Chez 1’humain la région du « MHC
étendu » comprend 7.6 Mb sur le bras court du chromosome 6. Cette région est sous-
divisée en 5 parties et comprend 421 locus, desquels au moins 252 genes sont
exprimés®’. Notamment, plusieurs de ces génes jouent des roles importants dans la
réponse immunitaire. La surabondance de génes « immunologiquement » pertinents a
cet endroit demeure un mysteére mais pourrait étre le résultat de duplications. De plus,
la proximité géographique de geénes ayant des fonctions reliées faciliterait leur
expression coordonnée. Le MHC comprend aussi des groupes de génes (clusters)
d’histones et d’ARN de transfert (tRNA) qui sont trés sollicités chez les eukaryotes.
Le regroupement de tels génes avec plusieurs geénes de I'immunité n’est
vraisemblablement pas fortuit et suggere un role de I’organisation chromosomique
dans la physiologie cellulaire et la réponse immunitaire. On décrit la région du MHC
comme une région synténique, c'est-a-dire que son organisation est conservée chez
les vertébrés®’. Ceci renforce I’hypothése selon laquelle la topographie des groupes
de genes s’y trouvant joue un role important. De facon globale, le MHC est une
région ou ’activité transcriptionnelle est intense (transcriptionnal hotspot). Aussi,
d’un point de vue évolutif, la proximité de séquences « échangeables» entre
différents génes en cis pourrait contribuer & favoriser la diversification de ces locus’.
Nous nous concentrerons maintenant sur les produits des génes MHC de classe I et II,

piliers de I’individualité immunologique.
2.2.1 MHC de classe I et II

Ainsi, le supergroupe des MHC de classe I chez I’humain comprend plusieurs
protéines de la méme famille soit les molécules MHC de classe I classiques (HLA-A,

HLA-B et HLA-C), ainsi que non-classiques (HFE, HLA-E, HLA-F et HLA-G)"".
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Les molécules MHC de classe 1 classiques, polymorphiques, présentent des antigénes
aux lymphocytes T CD8. Les molécules MHC non-classiques, quant a elles, sont
beaucoup moins polymorphiques mais peuvent toutefois interagir avec des cellules
immunitaires, dont les cellules NKT et lymphocytes-y3’". La protéine HFE est li¢e au
métabolisme du fer, mais sa capacité d’activer les lymphocytes T aff classiques a été
évoquée”™. Les molécules MHC de classe I sont formées d’une chaine alpha
comprenant 3 domaines, le domaine a3 qui lie la chaine a la membrane cellulaire et
les domaines polymorphiques al et a2 qui forment, entre autres, un site de liaison
pour des peptides de 8 ou 9 acides aminées. A la surface des cellules, cette chaine est
liée a la Br-microglobuline qui sert de stabilisateur. En effet, les animaux déficients
en B,-microglobuline n’expriment pas de MHC 4 la surface des cellules'. Cependant,
les molécules MIC (dont les geénes sont présents dans la région du MHC),
polymorphiques et analogues 4 la chaine alpha des MHC de classe I*’, peuvent étre
exprimés sans lier la f,-microglobuline en cas de stress cellulaire. Ceux-ci servent de
ligands activateurs aux cellules NK, par liaison avec le récepteur NKG2D”. Cette
relation entre génes du locus MHC et I’activation de cellules lymphoides dites innées
n’est pas sans rappeler le lien entre les MHC non-classiques et 1’activation des
lymphocytes NKT et yd. La distinction entre systéme immunitaire acquis et inné reste
donc largement artificielle, représentant davantage un continuum qu’une dichotomie

franche.

Les molécules MHC de classe 11 chez I’humain comprennent HLA-DP, HLA-DQ et
HLA-DR. HLA-DR, est avec les molécules MHC de classe I HLA-A et HLA-B, la
plus polymorphique de toutes les molécules du MHC. Le groupe des MHC de classe
Il contient aussi des protéines dites non-classiques®’. Il s’agit chez I’humain de
I’HLA-DM et HLA-DO, qui ne sont pas exprimées a la surface des cellules, mais
dont les formes hétérotétramériques participent au transfert de peptides vers les MHC
de classe II classiques avant que ceux-ci atteignent la surface de la cellule. Les
molécules de classe II sont formées de deux chaines comprenant chacune un domaine
transmembranaire et un domaine liant un peptide. En fait, les deux chaines sont liées
de fagon non-covalente et forment un site de liaison pour peptides de longueur plus

variable que pour les classes I (typiquement de 13 a 26 acides aminés)'".
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Ultimement, les MHC de classe II exprimés a la membrane cytoplasmique

interagissent avec les lymphocytes T CD4.

La liaison des peptides aux molécules MHC de classe I ou II obéit a des contraintes
physico-chimiques précises qu’il serait inutile de décrire ici. Les sites de liaison
peptidique sont au cceur de I’individualit¢é immunologique et de la réponse
immunitaire adaptative. Les peptides présentés par les molécules du MHC
proviennent de I’intérieur de la cellule et sont typiquement insérés aux sites de liaison
des molécules du MHC alors que ceux-ci se trouvent dans des organelles intra-
cellulaires. Dans la plupart des cas, les molécules MHC de classe I présentent des
peptides provenant de protéines synthétisées de fagon endogene a la cellule (protéines
du soi ou protéines virales produites a ’aide de la capacité de synthése de 1’hote) et
les molécules MHC de classe II présentent des fragments peptidiques provenant de
protéines extérieures a la cellule récemment endo ou phagocytosées. Cependant, par
un processus de présentation croisée, les MHC de classe I peuvent présenter des

97-99

antigénes exogenes et de nombreux exemples nous indiquent que les MHC de

classe II peuvent présenter des peptides endogénes' !

. Ainsi, les peptides associés
aux molécules du MHC sont un échantillonnage de 1’environnement intérieur et
extérieur de la cellule. La présence d’un peptide est essentielle a la stabilité des
molécules MHC de classe I et II a la surface de la cellule, suggérant un role de
premier plan dans la définition du soi. Toutes les cellules nucléées humaines
expriment des MHC de classe I, tandis que I’expression des molécules de classe II est
restreinte. En effet, seuls quelques sous-types de cellules hématopoiétiques, surtout
celles dont le role principal est de présenter des antigénes (APC), expriment
constitutivement des molécules de classe II'. Dans des contextes inflammatoires
cependant, I’expression des complexes MHC de classe II est augmentée sur les APC

et devient beaucoup moins restreinte (cellules endothéliales et épithéliales)'*>'.

2.2.2 MHC et interactions cellulaires

Le complexe MHC-peptide a la surface des cellules peut étre «lu» par les
lymphocytes T. Lors de leur ontogénie dans le thymus, les lymphocytes T
développent un TCR dont la fonction principale est de reconnaitre les complexes

MHC du soi. Plusieurs étapes de sélection veillent a ce que seules les cellules T ayant
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une affinit¢ modérée pour les complexes MHC-peptides du soi puissent survivre

104,105
(revu dans "

). Ainsi, les lymphocytes T peuvent se lier aux MHC du soi via leur
TCR, mais ceux dont 1’affinité est trop forte pour les complexes MHC-peptide du soi
sont éliminés afin de ne pas causer d’auto-agression. Dans le thymus, des cellules
spécialisées expriment une grande variété de protéines du soi'* afin de sélectionner
négativement (éliminer) les lymphocytes dont le TCR reconnait avec trop d’avidité
les peptides du soi. De cette fagon, la présence de peptides provenant de protéines
étrangeres (virus) ou anormales (protéine dont le géne a ét¢ muté lors d’une

cancérisation par exemple)'”’ peuvent stimuler une réponse de la part de lymphocytes

T matures en périphérie.

Les co-récepteurs CD4 et CDS se lient respectivement aux MHC de classe II et de
classe I et ainsi déterminent avec quel type de complexe MHC-peptide interagira le
TCR. Il est utile de rappeler que cette distinction est fort éclairante lorsqu’on
réexamine les fonctions principales des deux sous-types de cellules T. En effet, les
lymphocytes T CD4 interagissent surtout avec des cellules dont une des fonctions
principales est de présenter des complexes MHC-peptides dans le cadre d’une
réaction immunitaire : les APC. Cette interaction est déterminante et selon les
messages recus alors, le lymphocyte T CD4 coordonnera le reste de la réponse. Les
lymphocytes T CDS, quant a eux, reconnaissent le MHC de type I et donc peuvent
potentiellement s’attaquer a tous types de cellules nucléées si adéquatement stimulés
par les lymphocytes T CD4%, ou lors d’une réponse secondaire par des cellules CD8
mémoires'®. Plusieurs travaux suggérent que les niveaux d’expression des complexes
MHC-peptides sur les cellules cibles déterminent la qualité de la réponse T CDS.
Ainsi, une forte expression ameénerait une reconnaissance accrue et une lyse.
L’augmentation de la densité antigénique (quantité¢ de molécules de classe I chargées
de peptides) peut accroitre la vulnérabilité d’une cellule tumorale précédemment
résistante a 1’attaque par des lymphocytes T CD8 spécifiques'”. Egalement, la perte
d’expression du MHC est un mécanisme reconnu qui est utilisé par les virus et les
cellules tumorales afin d’échapper aux assauts du systéme immunitaire''°. On attribue
plusieurs fonctions aux lymphocytes T CD8'"', mais leur role principal en est un
d’effecteur cytotoxique, menant a la lyse et/ou 1’apoptose de la cellule qui porte le

complexe MHC-peptide reconnu par le TCR. Une partie des travaux inclus ci-apres



31

amene un éclairage nouveau sur ’effet d’une régulation de 1’expression des

complexes MHC-peptide par ’IFN-y et la réponse T CDS.

Les molécules du MHC ont d’autres rdles dans le syst¢eme immunitaire. En effet, ils
permettent d’empécher la lyse par les cellules NK. Les cellules NK, ou natural killer,
ont hérité ce coquet nom de matamores justement parce qu’elles peuvent tuer toute
cellule qu’elles ne reconnaissent pas comme appartenant au soi. Par le biais de
certains KIR (Killer immunoglobulin-like receptors), la cellule NK peut se lier au

MHC des autres cellules et s’inhiber'>!'>!!3

. Le systéme de reconnaissance des MHC
par les cellules NK est beaucoup plus complexe et ne sera pas développé davantage
dans cette these. Toutefois, la réactivité contre le «soi manquant»
(missing self), demeure une caractéristique cardinale des cellules NK. Aussi, des
molécules MHC non-polymorphiques (classe 1b) jouent un réle dans la présentation
de glycolipides endogénes et bactériens aux cellules NKT et aux lymphocytes T yd
dont les roles principaux sont de répondre rapidement contre les infections aux

. , , . ., . 114
barriéres muco-cutanées et de propager la réponse immunitaire .

2.3 Les déterminants immunogénétiques non-MHC de [’histocompatibilité

Les individus non-monozygotes présentant des MHC identiques ne sont pourtant pas
immunologiquement identiques. La réponse T dépend du complexe MHC-peptide.
Ainsi, ’origine du fragment peptidique est déterminante. Dans le cas d’une infection
virale par exemple, ce sont des fragments de protéines virales (étrangeres) qui
stimulent la réponse. L’identité immunogénétique dépend aussi des peptides dérivés
de protéines du soi qui sont présentés par les molécules MHC. Le protéome de
chaque individu est différent et les génes codant pour ces protéines contiennent

115,11 ST .o .
116 5u des délétions'” qui ultimement altérent la

fréquemment des polymorphismes
séquence (structure) ou la simple présence des peptides portés par les molécules
MHC. Lorsque ces différences peuvent stimuler une réponse immunitaire, nous
appelons ces  déterminants  immunologiques des  antigénes  mineurs
d’histocompatibilit¢ (mHAg), contrairement aux MHC eux-mémes que nous
appelons des antigénes majeurs d’histocompatibilité. Cette dénomination se justifie

par D’envergure de la réponse que géneére I'un ou Dl'autre dans des contextes

expérimentaux ou cliniques de greffe118 (voir ci-apres aux points 3.1 et 3.2). Malgré
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une trés grande fréquence de polymorphismes dans le génome humain, trés peu de
mHAg ont été identifiés'®'. Si on regarde globalement les mHAg caractérisés chez les
humains et la souris, la plupart sont présentés par des MHC de classe I (donc amenent
une réponse T CD8) et environ la moitié provient de génes du chromosome Y'". Ces
derniers sont reconnus par des lymphocytes T de femelles n’ayant pas été

sélectionnés négativement dans le thymus.

Le complexe MHC-peptide est de loin le principal déterminant des réactions
immunitaires des lymphocytes T et par conséquent le pilier de I’individualité
immunologique. Cependant, d’autres facteurs déterminés génétiquement contribuent
aux réactions immunitaires contre le non-soi (décrites au point 3). En effet, des
anticorps naturels existent contre les déterminants ABO (groupes sanguins) et
d’autres anticorps peuvent étre développés suite & une exposition a des antigénes
étrangers'”” (tel les molécules du MHC ou les produits du chromosome Y chez une

femelle exposée a des cellules provenant d’un male'?").

3- L’alloréactivité

3.1- La réaction immunitaire contre des alloantigenes

L’alloréactivité est la réaction immunitaire générée contre des cellules ou des tissus
qui sont immunogénétiquement disparates. Dans un contexte expérimental ou
médical, il s’agit essentiellement de la réaction d’un hdte contre un organe greffé ou
de la réaction de cellules immunocompétentes greffées contre un hote (Graft-versus-
host disease-GVHD). L’immense diversité des déterminants de I’individualité
immunologique, vraisemblablement utile pour protéger une population contre les
infections, devient alors un probléme d’envergure. En effet, il est trés difficile de
greffer des tissus étrangers sans que le systéme immunitaire de 1’hote les rejette. Ceci
est regrettable car dans plusieurs cas d’atteinte terminale, les greffes d’organes et de
cellules souches hématopoiétiques s’averent étre des traitements de choix. La greffe
d’organes et de cellules hématopoiétiques est un triomphe de la médecine moderne
dont les succes sont directement tributaires de notre capacité a limiter I’alloréactivité,
notamment la réponse T. En effet, le cceur des approches immunosuppressives

actuelles vise les lymphocytes T directement (anticorps déplétants) ou le blocage de
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leurs mécanismes d’activation (inhibition de la calcineurine, blocage de I'IL-2,
inhibition de la prolifération avec des inhibiteurs de la synthése des nucléotides ou
interférence avec les mécanismes de co-stimulation)'””. Ces approches aménent
plusieurs effets secondaires et de fagon évidente, rendent le receveur vulnérable aux

infections.

L’alloréponse est différente selon le type de tissu greffé. Nous développerons
brievement les principes autour desquels s’articule notre conception du rejet
immunologique d’un organe solide parce qu’ils s’apparentent a une réaction
immunitaire anti-microbienne typique ou I’hdte tente d’éliminer une entité étrangere.

Ensuite, nous verrons comment ces processus s’appliquent a la GVHD.
3.1.1 Mécanismes de rejet

Lors d’une greffe d’organe solide, trois types de rejet peuvent survenir soit : le rejet
hyper-aigu, le rejet aigu et le rejet chronique'”. Le rejet hyper-aigu survient
généralement 48 heures apres la greffe, soit bien avant que puisse se développer une
réponse immunitaire adaptative. Il s’agit alors d’un rejet vasculaire lors duquel des
anticorps du receveur, présents avant la greffe, reconnaissent des épitopes (antigénes)
sur les cellules endothéliales du greffon. Les deux types d’antigénes qui sont
généralement reconnus sont les polysaccharides des groupes sanguins ABO et les
MHC. La liaison de ces anticorps pré-existants déclenche une cascade inflammatoire
et thrombotique qui compromet la survie de 1’organe. Pour éviter cela, les greffes sont
donc faites entre individus ABO compatibles. On cherche aussi a détecter les
anticorps anti-MHC en exposant le sérum du receveur potentiel a des cellules dont les
types MHC sont connus ou de fagon analogue, en faisant réagir le sérum du receveur
potentiel contre des leucocytes du donneur potentiel (cross-match)'*°. Environ 1%
des individus ont des anticorps anti-MHC, mais ce pourcentage est plus ¢levé chez les
gens ayant eu des contacts avec des MHC étrangers (grossesses, transfusions, greffe
antérieure). La présence d’incompatibilit¢ ABO ou d’anticorps anti-MHC est
considérée comme une contre-indication, mais plusieurs techniques de
désensibilisation peuvent nous permettre de franchir cette barriére si elles sont
appliquées avant et apres la greffe. On évoque principalement la plasmaphérése, les

immunoglobulines intra-veineuses (/VIg), la splénectomie et les anticorps
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monoclonaux dirigés contre le récepteur de I’IL-2 ou le CD20 (Rituximab)'?*. 11 est
important de rappeler cependant qu’en 1’absence d’anticorps anti-MHC de haute
affinit¢ (IgG), il n’est pas nécessaire que le donneur et le receveur aient les mémes

alleles du MHC.

Le rejet aigu quant a lui se définit par la présence d’un infiltrat inflammatoire
survenant de 5 jours a 3 mois aprés la greffe. Il est difficile cependant de le
catégoriser physiopathologiquement, car il peut se manifester par des infiltrats a
prédominance lymphocytaire T ou a prédominance macrophagienne (dans le cas
d’une atteinte surtout vasculaire)'”. Ceci dit, on évoque dans le rejet aigu une
activation des lymphocytes T et le développement d’une réponse cellulaire dominée
par I’infiltration de lymphocytes T CDS8 activés. Aprés 3 mois, le type de 1ésions
change. En effet, le rejet chronique comprend une grande hétérogénéité de 1ésions
pathologiques dont le dénominateur commun est toutefois la fibrose et le remodelage

12212 Aussi, les mécanismes

tissulaire, témoins d’une inflammation chronique
impliqués s’¢élargissent et s’ajoutent souvent des anticorps anti-MHC'*”. Nous verrons
que ce type de distinction dans les mécanismes effecteurs se répeéte pour la GVHD

aigué et chronique.

Si on exclut le rejet hyperaigu, conséquence d’anticorps pré-formés, les alloantigénes
déterminants du rejet sont ceux que reconnaissent les lymphocytes T. Cette
reconnaisance peut se faire de fagon directe et indirecte’'>. L’alloréactivité directe
implique la reconnaissance du complexe MHC-peptide sur les cellules du donneur par
le TCR des cellules T du receveur. La réponse initiale serait déclenchée lorsque les
APC contenues dans le greffon migrent dans les ganglions lymphatiques du receveur
ou ils entrent en contact avec les lymphocytes T CD4 et CD8 du receveur. Les
lymphocytes T peuvent a la fois réagir contre la partie peptidique et contre la région
ne contenant pas de peptide si le donneur n’est pas MHC identique. La contribution
de I'un et de ’autre est souvent débattue, mais 1’alloréactivité peut clairement étre
MHC-dépendante et peptide indépendante'®'?’. Bien qu’il ne soit pas nécessaire
d’utiliser des organes MHC-identiques a ceux du receveur, ’impact négatif de la

disparité¢ MHC sur la survie a long terme des greffons est indéniable'*’.
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La reconnaissance directe est rapide et susceptible de mener a des épisodes précoces
de rejet aigu. La reconnaissance indirecte, quant a elle, utilise les APC du receveur,
qui assimilent et présentent des antigenes du donneur aprés, par exemple, la
phagocytose de cellules apoptotiques ou nécrotiques du greffon. Une troisiéme voie
de présentation antigénique, appelée semi-directe, est aussi plausible. La
démonstration que des complexes protéiques puissent étre transférés d’une cellule a
I’autre par échange de membrane améne la possibilit¢ que les APC du receveur

. r P . . . . A 123,131
puissent présenter des antigénes par la voie directe et indirecte en méme temps'>>"">".

Outre I’incompatibilité immunogénétique, d’autres facteurs déterminent la vigueur de
I’alloréactivité. Nous nous limiterons a les définir dans le cadre de la greffe de
cellules hématopoiétique, contexte expérimental principal des travaux présentés dans

cette these.

3.2 Greffe de cellules hématopoiétiques

La Deuxi¢me guerre mondiale, dans toute son horreur aura tout de méme permis
d’accélérer nos connaissances en transplantation (peau et transfusions sanguines) et
en biologie des radiations. Les mots histocompatibilité et bombe atomique ne sont
pas naturellement associé€s et pourtant, ils marquent le début de la greffe médullaire

- i ma]al32
tant expérimentale que médicale

. L’étude des conséquences désastreuses d’une
irradiation massive sur le systéme hématopoiétique (aplasie irréversible) a permis de
comprendre les principes de base gouvernant le transfert de moelle osseuse. En effet,
en utilisant des mode¢les animaux, on a rapidement compris que le transfert de moelle
osseuse d’un animal sain a un animal irradi¢ permettait une reconstitution
hématologique de type donneur'”’. Cependant, le transfert de cellules
hématopoiétiques allogéniques (Allogeneic hematopoietic cell transplantation-
AHCT) causait une maladie inflammatoire progressive et 1étale, la maladie du greffon
contre I’hdte (Graft-versus-host disease - GVHD). Aussi, il fut rapidement découvert
que la proximité génétique entre le donneur et le receveur était beaucoup plus
importante qu’en greffe d’organes solides'*>. Malgré cet obstacle d’envergure, qui
d’ailleurs perdure toujours aujourd’hui, la greffe médullaire a rapidement pris une

place de choix en médecine. La possibilité de remplacer un systeme hématopoiétique

malade par un autre permettait d’ouvrir un nouvel horizon thérapeutique pour des
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maladies du systéme sanguin, les immunodéficiences congénitales, les aplasies
congénitales ou acquises et méme certaines maladies métaboliques'. Cependant, il
est a noter que trés tot, le potentiel immunothérapeutique de la greffe pour « rejeter »
les cancers, notamment les leucémies, a été évoqué et teste**13% C’est chez les
porteurs de cancers hématologiques que se fait le plus grand nombre de greffes
aujourd’hui. En fait des dizaines de milliers de patients doivent la vie a I’effet
greffon-contre-tumeur (Graft versus tumor GVT) qui représente a ce jour la seule
approche d’immunothérapie cellulaire du cancer capable d’éradiquer des néoplasies
avancées' 2. Une utilisation plus généralisée de AHCT comme traitement des
cancers est limitée par deux obstacles majeurs ; 1) Seuls les cancers hématologiques
(et certains sous-types plus que d’autres)® ont montré une réponse crédible’’ a cette

forme d’immunothérapie chez I’humain jusqu’a maintenant et 2) la GVHD.

La GVHD limite le choix de donneurs potentiels (haut degré de compatibilité requis),
autant que le nombre de receveurs potentiels (complications plus sévéres selon 1’age,
présence de co-morbitités, etc.). La GVHD est une complication si grave que tous les
patients, sauf exception, doivent recevoir un traitement immunosuppresseur dans les
premiers mois suivant ’AHCT afin de prévenir la GVHD. La quéte de moyens
pouvant séparer I’effet GVT de I’effet GVHD (ou au moins atténuer ce dernier) est le

défi fondamental de la recherche en AHCT, un leitmotiv répété depuis des décennies.
3.2.1 GVHD, principes

Les principes d’histocompatibilité et les mécanismes de rejet décrits plus haut pour
les organes solides s’appliquent a I’AHCT. Deés le milieu des années 1960,
Billingham avait identifi¢ trois conditions essentielles au développement de la GVHD
soit : 1) la présence de cellules immunocompétentes dans le greffon, 2) 1’incapacité
pour le receveur de rejeter les cellules du donneur et 3) une histoincompatibilité entre

138,139
le donneur et le receveur ™"

. Le transfert de cellules hématopoiétiques doit se faire
chez un hote immunosupprimé afin que le systéeme immunitaire de celui-ci ne rejette
pas les cellules greffées. Ensuite, les lymphocytes T matures du donneur interagissent
avec les APC du receveur, reconnaissent des allo-antigénes et s’activent'*’. Cette
réaction, dépendante des lymphocytes T CD4 et CD8 est essentielle au

141

développement de la GVHD' ™. Une des méthodes fréquemment utilisée pour
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prévenir la GVHD est d’ailleurs la déplétion des lymphocytes T du greffon.
L’alloréactivité en AHCT est vigoureuse et est dépendante en grande partie du fait
que de nombreux lymphocytes T sont transférés. De plus, rappelons que la
compatibilit¢ immunogénétique requise pour assurer le succes de I’AHCT est
beaucoup plus grande qu’en greffe d’organes solides. En effet, les incompatibilités
MHC sont associées a des taux de mortalité plus élevés et a une incidence de GVHD
prés de deux fois plus importante'**'*. C’est pourquoi, la plupart des greffes se font
entre individus ayant les mémes alléles MHC'*. Les travaux présentés ci-aprés ont
tous été effectués dans des modeles murins ou les donneurs et receveurs étaient
porteurs des mémes alleles MHC afin de reproduire le type d’histo-incompatibilité
que nous retrouvons majoritairement en AHCT humaine. La réactivité des
lymphocytes T post-AHCT est donc tributaire des incompatibilités au niveau des
mHAg. Ceci dit, les incompatibilités ABO peuvent amener des réactions d’hémolyse
post-AHCT, mais le rejet vasculaire n’étant pas un enjeu lorsqu’on transféere des
cellules, elles ne représentent pas une contre-indication a ’AHCT. Aussi, il est utile
de mentionner que les trois conditions de Billingham peuvent étre réunies dans
d’autres circonstances (transfert de lymphocytes T via un organe greffé, transfusions
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sanguines) pouvant mener a des syndromes de GVHD ™. Nous nous limiterons

toutefois a la description de la GVHD dans le contexte de ’AHCT.

Tel que décrit pour les rejets d’organes solides, deux types de syndromes cliniques et
histopathologiques caractérisent la GVHD soit: la GVHD aigué¢ et la GVHD
chronique. Arbitrairement on a traditionnellement fixé a 100 jours apres la greffe, la
délimitation entre GVHD aigué et chronique. Cette séparation est artificielle et ne
rend pas compte de la réalité clinique, notamment parce que des manifestations de
GVHD aigué peuvent survenir bien aprés le jour 100'*°. On peut reconnaitre
cependant que certaines manifestations sont plus précoces et d’autres plus tardives.
Les types d’atteintes cliniques en GVHD aigué et chronique différent, en partie a
cause des processus physiopathologiques sous-jacents. Alors que la GVHD aigué
affecte principalement la peau, le tractus gastro-intestinal et le foie en causant des
1ésions inflammatoires trés cellulaires, la GVHD chronique peut quasiment affecter
tous les organes, mais typiquement les surfaces muco-cutanées, les glandes lacrimales

et salivaires, le poumon, le foie, les surfaces séreuses et le tractus gastro-
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intestinal'*"*'*"'*®_ De facon analogue au rejet chronique en greffe d’organes solides,
la GVHD chronique est caractérisée par plusieurs signes d’inflammation chronique,

notamment la fibrose.
3.2.2 GVHD aigué

Selon une revue récente, la GVHD aigué'*®, se développe autour de quatre acteurs :
1) les déclencheurs, 2) les senseurs, 3) les médiateurs et 4) les effecteurs. Cette
énumération ne nous ameéne rien de fondamentalement nouveau, mais elle offre une
plateforme pratique pour décrire la pathophysiologie de la GVHD. Les déclencheurs
sont les disparités immunogénétiques dont nous avons parlé ci-haut. Bien qu’elles
soient essentielles, les disparités immunogénétiques ne sont pas toujours suffisantes
pour provoquer ou moduler 1’apparition d’'une GVHD. En effet, le contexte dans
lequel un antigéne est présenté est déterminant. Dans la quasi-totalit¢ des cas,
I’AHCT se fait dans un contexte ou le receveur est pré-traité afin d’induire une
immunosuppression. L’intensité de ce traitement (chimiothérapie et/ou irradiation)
peut varier, si on veut par exemple, traiter une néoplasie sous-jacente avant la greffe.
Ces traitements amenent la libération de nombreuses molécules reliées a 1’apoptose
et la nécrose de cellules (proteases, ATP, acide urique, lipoprotéines oxydées) qui
agissent de facon analogues aux, et en concert avec, les MAMPs tel le LPS pour
amener une activation des APC de I’hote. Les APC, sont donc les senseurs, ¢’est-a-
dire qu’elles détectent les dommages tissulaires (danger), s’activent et expriment
abondamment des complexes MHC-peptides de classe I et II ainsi que des molécules
de co-stimulation et des cytokines activatrices, telles I’IL-12 et I’IL-1. La présence
des APC de type receveur est essentielle au développement de la GVHD aigué. Dans
cette premiere phase, les cellules dendritiques de 1’hote sont les principaux senseurs.
Ce type d’alloréactivité directe, se produisant d’abord dans les organes lymphoides
secondaires, est 1’image miroir du processus se produisant lors des rejets aigus en
greffe d’organes solides. Plus tard, alors que les APC de 1’héte sont graduellement
¢liminées, les APC dérivées du greffon (donneur) peuvent prendre le relais et

, o - 149,150
présenter de facon indirecte des antigénes du receveur .

Les principaux médiateurs de la GVHD aigué sont les lymphocytes T. Le greffon

non-manipulé¢ contient une grande variété de cellules dont un mélange de
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lymphocytes T naifs et mémoires. Selon la plupart des modéles pré-cliniques étudiés,

ce sont les lymphocytes T naifs qui causent la GVHD'"!

. Ceci est parfaitement
compréhensible puisque les cellules mémoires chez les donneurs sains ont
précédemment rencontré des antigénes microbiens plutét que des allo-antigénes.
Cependant, la génération de lymphocytes T mémoires anti-allo-antigéne est possible
post-AHCT et pourrait avoir un role & jouer dans le maintien de I’alloréponse’’
L’allo-immunisation, ¢’est-a-dire la formation de cellules T mémoires contre des allo-
antigénes, demeure la meilleure hypothése pouvant expliquer le fait que les receveurs
de donneuses multipares souffrent davantage de GVHD'™2. Le transfert de
lymphocytes T mémoires pourrait quant a lui contribuer a la reconstitution de
I’immunité anti-microbienne chez le receveur'™. Le role de la différenciation des
lymphocytes T CD4 en Thl, Th2, Th17 et TReg et son impact sur la GVHD est
encore débattu'*®. 11 est généralement reconnu cependant que la différenciation Thl
est une caractéristique cardinale de la GVHD aigué"®. Les TReg inhibent

, e, . N 154,155
I’alloréactivité dans plusieurs modeles ™™

. Une hypothese attrayante est que la
différenciation Th exerce une grande importance dans le type de tissu atteint'>*'*’. En
effet, la differentiation Thl semble importante dans I’atteinte intestinale, alors que la
differentation Th2 et Th17 influe sur la sévérité de la GVHD cutanée et pulmonaire.
Les lymphocytes T CD8 sont également activés par les APC de I’hdte chez I’humain
et profitent de I’aide des lymphocytes T CD4. Ils deviennent ainsi des médiateurs et
des effecteurs. Trois mécanismes cytotoxiques des lymphocytes CD8 sont bien
décrits comme pouvant amener un dommage tissulaire. En effet, la sécrétion de

perforine et granzyme augmente la sévérité de la GVHD"*"

mais de fagon non-
spécifique, I’expression de FasL exacerbe I’atteinte hépatique'® tandis que le TNF-a
est particuliérement délétére dans 1’intestin'®'. Les autres médiateurs cellulaires de la
GVHD apparaissent ultérieurement a 1’activation des lymphocytes T et leur roles
précis demeurent a ¢élucider. Les infiltrats inflammatoires pléiomorphes sont
composés principalement de lymphocytes T, de macrophages, de granulocytes et de
cellules NK. Les roles de ces effecteurs immunitaires peuvent étre contradictoires
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selon les modeles et selon leur origine (donneur ou receveur) ~°. De plus, une étude

récente nous révele que les monocytes peuvent étre allo-spécifiques et montrer une
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forme de mémoire'®. En effet, les souris Rag”™ peuvent réagir contre des splénocytes
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allogéniques injectés de fagon sous-cutanée via une réaction macrophagienne et
neutrophilique. Cette réaction est augmentée a la suite d’une ré-exposition et est
transférable a des souris naives par transfert adoptif de monocytes précédemment
« exposés ». Cette réaction est indépendante des cellules NK et des alléles du MHC.
La portée de ces résultats en immunologie humaine et en GVHD reste a évaluer, mais
cette derniere étude force une reconsidération du modele « lymphocyte T centriste »

de la GVHD.
3.2.3 GVHD chronique

La GVHD chronique, dont un des facteurs de risque est la GVHD aigué, est encore a
ce jour, un mystére'*. Notre incompréhension rend d’ailleurs son traitement
difficile'®. En effet, les manipulations pharmacologiques « T-centriques » améliorent
peu les symptomes. Ses manifestations nous rappellent les maladies autoimmunes et
les syndromes inflammatoires chroniques. Les effecteurs sont variés, incluant des

auto148

et allo-anticorps "%, les cellules myéloides, les lymphocytes T et une réponse
fibrotique exagérée du stroma. D’un point vu physiopathologique, I’hypothése d’une
réaction auto-immunitaire est supportée par le fait que la GVHD endommage le
thymus. Ainsi, les lymphocytes se développant a partir des cellules souches du
donneur ne peuvent subir une sélection négative étanche. Une démonstration ¢légante
de ce phénoméne nous provient de 1’équipe d’Emerson. En effet, on a montré que des
lymphocytes T CD4 de souche murine C3H se développant dans des thymus de
souris B6 (les souches C3H et B6 sont incompatibles a de nombreux locus de mHAg)
endommagées par la GVHD pouvaient causer une GVHD chronique chez des
receveurs secondaires B6 et des Iésions hépatiques et intestinales chez des receveurs
secondaires C3H, indiquant clairement qu’ils étaient auto-réactifs. Cependant, ces
CD4 pathogéniques n’étaient pas générés chez des hotes dont le thymus avait été

protégé par le keratinocyte growth factor (KGF)'**.

3.3- La reconstitution hémato-lymphoide et la GVHD

Dans la quasi-totalité des cas, le receveur doit recevoir un traitement avant I’AHCT
afin de rendre son systéme immunitaire incapable de rejeter les cellules

hématopoiétiques qu’on lui injectera. Cette modulation immunosuppressive est
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souvent accompagnée d’un traitement myé¢loablatif (qui endommage le systéme
hématopoiétique au point de ne pas permettre une reconstitution autologue). Ainsi
deux mécanismes ¢éliminent le systéme hématopoiétique du receveur. Le premier est
un effet de déplétion causé par des agents physiques ou chimiques (radiation et/ou
chimiothérapie)'?, qui est assist¢ dun mécanisme immunitaire (suite a la
reconnaissance d’antigénes sur les cellules hématopoiétiques de 1’hote par les

lymphocytes T du donneur)'?*'®

. On peut alors parler d’une sorte de GVHD
médullaire'®. Le remplacement se fait par vagues. Initialement, les patients souffrent
de pancytopénie (les décomptes de toutes les cellules sanguines sont bas), dont la
conséquence immunologique la plus importante est la neutropénie. En effet, les
neutrophiles constituent la premicre ligne de défense contre les infections
bactériennes et leur reconstitution peut prendre de 2 a 3 semaines. Ensuite, les
patients sont plus vulnérables aux infections virales et fongiques principalement a
cause d’un déficit de lymphocytes T et NK. La prévention pharmacologique de la
GVHD durant cette période cible les lymphocytes T, ajoutant au déficit numérique
des défauts fonctionnels. La production de lymphocytes T a partir des cellules
souches du donneur dans le thymus du receveur ne commence que de 3 a 6 mois
aprés la greffe. Ainsi, la reconstitution des compartiments T tot apres la greffe est
faite par des cellules T matures contenues dans le greffon. L’immunité humorale
quant a elle reste imparfaite suite 4 la greffe, malgré une série de ré-immunisations' ™.
Il semble que le role central des lymphocytes T CD4 dans I'immunité demeure apres
la greffe. Certains auteurs ont montré que la reconstitution des lymphocytes T CD4
(contrairement aux décomptes de lymphocytes T CD8 ou de cellules NK) trois mois

L, - . g . R . ., - 1671
post-greffe était un facteur indiquant une meilleure reconstitution immunitaire'®”'®.

Plusieurs facteurs vont influencer cette reconstitution. L’age des donneurs, mais
surtout celui des receveurs est important (fonction thymique, niches médullaires). La
quantit¢ de précurseurs hématopoiétiques et de lymphocytes T contenus dans le
greffon, I’ampleur des traitements préparatoires, la prophylaxie anti-GVHD et surtout

la GVHD elle-méme sont d’autres facteurs déterminants.

L’exacerbation de la perte de fonction thymique (point 3.2.3) n’est pas la seule

conséquence de I’AHCT et de la GVHD sur le systtme hématopoiétique et
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immunitaire. La GVHD ameéne aussi de lourdes conséquences sur les compartiments
hématopoiétiques eux-mémes. Les lymphocytes T alloréactifs vont subir une
expansion et une contraction comme lors d’une réponse immunitaire normale.
Cependant, ils entraineront dans leur sillage la mort de nombreux lymphocytes non-

réactifs (bystanders)'®’

. Les mécanismes de ce phénomene sont probablement
multiples, mais la régulation de Fas sur les cellules cibles et de FasL sur les

lymphocytes T alloréactifs, semblent expliquer une partie de ce fratricide.
3.4 Les modulateurs de [’alloréactivité et I’allo-tolérance

Les deux derniéres décennies ont vue la multiplication des approches afin de réduire
la GVHD. La déplétion des lymphocytes T du greffon reste la méthode la plus stre de
prévenir la GVHD (’effet GVT est toutefois substantiellement diminué¢ dans la
plupart des cas). Une stratégie attrayante est de spécifiquement dépléter le greffon des
lymphocytes T alloréactifs (en ¢éliminant les cellules T qui s’activent ex-vivo en
présence d’APC du receveur). Cependant, nous avons pu apprendre que la source de
cellules hématopoiétiques et I’intensité du régime de préparation vont aussi moduler

Ialloréactivité (revu dans'>'"").

A chaque étape de la réponse immunitaire, des variations interindividuelles du
donneur et/ou du receveur vont influencer la GVHD. Les plus fondamentales de ces
variations demeurent les différences immunogénétiques. Nous pouvons ajouter
cependant que la présence d’histoincompatibilités de type mHAg n’est pas suffisante
pour déclencher une GVHD'”!. En effet, toutes les paires donneurs/receveurs MHC
identiques non-monozygotes comportent de multiples incompatibilités mHAg et la
GVHD ne se développe que dans 50 a 70 % des cas. De plus, I’intensité de celle-ci
peut varier considérablement. Outre les différences immunogénétiques, plusieurs
variations dans des génes reliés a I’'immunité vont moduler I’alloréactivité expliquant
la tres grande hétérogénéité dans l’incidence et la sévérit¢é de la GVHD chez

. 172
I’humain'’

. En effet, il existe, par exemple, de grandes variations dans les niveaux de
cytokines selon certains polymorphismes des régions codantes ou des promoteurs' .
Le résultat d’une réponse immunitaire étant la résultante d’influences multiples, il est
plausible que I’équilibre entre influences pro- et anti-inflammatoires ait une

importance déterminante dans le développement de la GVHD. Parmi les cytokines
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qui présentent des polymorphismes ayant un impact sur la GVHD notons le TNF-a,
I’IL-10, I’IL-6, 'IFN-y et le TGF-B. De plus, plusieurs polymorphismes dans des
genes de la réponse innée sont aussi associés a la GVHD ou aux infections post-
AHCT dont : FeyRIIa, MPO, IL-1RA, MBL et NOD2/CARD15'*'" (bien que cette

derniére association fut récemment contestée'’®

). Des variations dans les récepteurs
stéroidiens VDR et ER sont aussi corrélées avec 1’incidence et la sévérité de la
GVHD. 1l est parfois difficile d’imaginer comment ces corrélations s’intégrent a la
pathophysiologie de la GVHD. En effet, certains de ces polymorphismes ont des
effets opposés selon qu’ils soient présents chez le donneur ou le receveur. Aussi, ces
polymorphismes pourraient tout simplement étre associés par déséquilibre de liaison
(linkage dysequilibrium) a d’autres polymorphismes plus importants pour la
GVHD'”.

La recherche de variation dans les génes de I’'IFN-y et du TGF-§ dans des contextes
de GVHD a certainement ét¢ motivée par le réle central qu’occupent ces deux
cytokines dans la régulation de la réponse immunitaire et dans la tolérance. Nous

décrirons maintenant ces roles.

4- L’IFN-y et le TGF-

4.1- L’ IFN-y, cytokine pivot de la réaction immunitaire

4.1.1 IFN-y, signalisation

L’TFN-y est fonctionnellement analogue, mais structurellement différent des autres
IFN. En fait, 'IFN-y est le seul membre de la deuxieme classe d’IFN et se lie a un
récepteur unique formé de 2 types de chaines formant un hétérotétramere (Figure
4A). Ce récepteur est ubiquitaire, expliquant la portée systémique des effets de I’'TFN-
y'"7. La description qui suit au sujet de la signalisation en aval du récepteur de I'IFN-

y (IFN-yR) est tirée de quatre sources principales'’®'®!

. L’IFN-y est un polypeptide
form¢é de chaines identiques liées de fagon antiparallele d’environ 20 kDa, qui se lie
a deux chaines identiques IFN-yRI. Les chaines IFN-yRI recrutent chacune une
chaine IFN-yRII qui, elles, sont constitutivement liées a JAK2, une tyrosine kinase.
La liaison des deux types de chalnes améne un changement conformationnel et une

auto-phosphorylation de JAK2. Ensuite, JAK2 phosphoryle JAK1, qui elle est li¢e a
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la chaine IFN-yRI. JAK1 phosphoryle alors les tyrosines 440 des chaines IFN-yRI,
qui servent a la liaison de la forme latente de STAT1. STAT]1 est alors phosphorylé
par JAK?2 sur la tyrosine 701, ce qui permet 1’activation et ’homodimérisation de

STATI1 (Figure 4B).

Membrane cytoplasmique Membrane cytoplasmigue

Figure 4. UIFN-yR et |a voie signalétique de I'IFN-y. A) L'IFN-y
au repos avant le contact avec son ligand. Association lache
des chaines IFN-yRI et IFN-yRIl et association constitutive de

JAKL et JAK2 aux chaines IFN-yRI et IFN-yRIl respectivement J’ l i
B) Evenements aprés la liaison de I'IFN-y. Changements de
conformation de IFN-yRIl et chronologie des événements
selon les chiffres 1, 2, 3, etc. ® indique un évenement de
phosphorylation. 1, Changement de conformation de I'lFN-
yRIl et auto-phosphorylation de JAKZ. 2, Trans-
phosphorylation de JAKL par JAK2. 3, Phosphorylation par
JAK1 des chaines IFN-yRI permettant la liaison de STAT1. 4,
Activation par phosphorylation de STAT1 par JAK2.5,
Homodimerisation de STAT-1, migration vers le noyau et
ligison aux sites GAS sur la chromatine pour moduler la
transcription. 6, Signalisation alternative. STAT1 activé, en
tant gu'homodimére ou d’hétérodimére (avec phospho-
STAT2) peut se lier 4 IRF-9 et rejoindre les séquences ISRE sur
la chromatine. Internalisation du complexe IFN-yRI-IFN-y-
STAT1 et migration vers le noyau.

18]
[s)]

Chromatine

Sequence GAS  Sequence ISRE

Les homodimeres de STAT1 peuvent ensuite migrer vers le noyau ou ils modulent la
transcription en se liant directement & ’ADN (sur des sites de liaison GAS) ou en se
complexant avec d’autres facteurs de transcription. Un théme récurrent dans la
transcription découlant d’une signalisation cytokinienne est la co-dépendance de
nombreux facteurs provenant de d’autres voies dans les régulations
transcriptionnelles. Dans le cytosol, la présence d’homodiméres de STAT1 peut
aussi se lier a IRF-9. Ce complexe peut se lier a PADN sur des sites ISRE. A
moindre niveau, I’activation du IFN-yR peut aussi mener a la formation
d’hétérodimeres STATI1-STAT2, ceux-ci peuvent alors diversifier la réponse
transcriptionnelle a I’'I[FN-y. La transcription IFN-y-dépendante module des centaines
de genes, dont certains comme I’IRF-1, servent a propager la réponse via des vagues
secondaires de transcription. Une étude d’immuno-précipitation de la chromatine

suivie de séquencage a haut débit estime a 30 000, le nombre de sites occupés par
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STAT] aprés une stimulationa I’TFN-y'®%

Des études in silico démontrent la
présence de séquences GAS et IRSE dans les promoteurs de dizaines de génes connus
comme ayant un role dans la réponse immunitaire. La signalisation/transcription
STAT1-dépendante peut étre modulée par d’autres voies signalétiques indépendantes
de ’IFN-y (IL-12, LPS, TNF-a, PI3K), notamment par la phosphorylation de la
serine 727. De plus, la présence du complexe IFN-yRI :IFN-y :STAT1 dans le noyau
implique que d’autres mécanismes existent afin de relayer les signaux a partir de la
membrane cytoplasmique. STATI est donc le messager primaire fondamental de la
signalisation découlant d’une stimulation par D’IFN-y. Certains effets IFN-y-
dépendants sont pourtant STAT1-indépendants'®’. De plus, il est utile de rappeler que
STATI1 n’est pas un médiateur exclusif de la voie signalétique en aval de I’'TFN-yR.
En effet, la signalisation via les récepteurs des IFN de type I (IFN-a et IFN-B) est
aussi fortement diminuée chez les souris STATI1-déficientes'**'™. Ces souris se
développent normalement mais sont trés vulnérables aux infections (surtout virales)
et a 'induction de tumeurs (de fagon équivalente aux souris IFN-yR-déficientes)'™.
Dans le cas des infections virales, les souris STAT1-déficientes sont généralement
plus susceptibles que les souris IFN-yR-déficientes, soulignant la grande importance
des IFN de type I dans ce contexte précis. Cependant, les souris IFN-yR et IFN-o/BR
double-déficientes sont plus susceptibles que les souris STATI1-déficientes
impliquant une signalisation en aval des IFN-yR et IFN-o/BR plus complexe et

encore mal définie!®>'%7,

La régulation de la signalisation IFN-y se fait a plusieurs niveaux. Le récepteur peut
étre dégradé, la transcription de la chaine IFN-yRII réprimée, des inhibiteurs
exprimés (tels SOCS1 et SOCS3 capables d’interférer avec des intermédiaires de
signalisation) et des phosphatases activées afin de déphosphoryler STATI. In-vitro, la
phosphorylation de STATI est rapidement inhibée aprés une heure de stimulation

continue par I’IFN-y.
4.1.2 IFN-y, physiologie et immunité

Les animaux (et les humains) déficients pour I’'IFN-y ou son récepteur démontrent
que I'IFN-y est un immunostimulant. Dans des contextes physiologiques, une

abrogation de la signalisation IFN-y se traduit principalement par une susceptibilité
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accrue aux infections'®®, particuliérement aux organismes intra-cellulaires tels les
mycobactéries. Les humains déficients pour I'IFN-yRI ont ainsi une espérance de vie

ne dépassant pas les 15 ans'®

. Les souris dont le gene de I'I[FN-y a été inactivé se
développent normalement en 1’absence de pathogénes mais ont une incidence accrue
de cancers'”. L’IFN-y est d’ailleurs au cceur du modéle contemporain le plus répandu

191,192 .
72, Chez des animaux

d’immuno-surveillance du cancer soit I’/mmunoediting
disposés au développement de maladies auto-immunes comme le lupus et le diabéte
de type I, ’absence d’IFN-y retarde ’apparition de la maladie'®*""**. Cependant, tous
les modéles de maladies autoimmunes ne supportent pas 1’idée que I’IFN-y est un
rouage important de 1’auto-agression'’. De plus, I’inhibition de I’'IFN-y dans
différentes phase de la réponse immunitaire améne des phénotypes différents'”®. De
fagon synthétique, la somme des évidences nous suggere que I’I[FN-y est important

dans D’initiation de la réponse (immunostimulant), mais aussi dans sa limitation et

contraction (immunorégulateur).

L’IFN-y est essentiellement sécrété par les lymphocytes T et les cellules NK. Les
macrophages et certains sous-types de cellules dendritiques semblent aussi produire
de ’IFN-y, bien que le role physiologique de la sécrétion d’IFN-y par ces cellules
reste encore 4 définir' %1718 1 *IFN-y améne des changements profonds chez de
nombreux leucocytes et cellules non-hématopoiétiques. La réponse inflammatoire,
aboutissement de [’activation de plusieurs acteurs cellulaires, est globalement

199

stimulée par 'IFN-y . Ainsi sur les cellules non-hématopoiétiques, I’IFN-y induit

les mécanismes de présentation des antigénes ce qui augmente 1’expression des MHC
de classe I et II a la surface des cellules, des molécules d’adhésion, des chimiokines et
des protéines anti-virales en plus de freiner la prolifération cellulaire et

¢ventuellement d’induire 1’apoptose. La plupart de ces fonctions sur les cellules

stromales (cellules endothéliales, mésenchymateuses, parenchymateuses, etc.)”**>!

nourrissent la réaction immunitaire. Les fonctions antiprolifératives et pro-

apoptotiques®®® sont des thémes récurrents dans la physiologie de I'IFN-y. Les

179,180

impacts possibles de I’'IFN-y sur la prolifération cellulaire sont nombreux , mais

notons 1’induction des inhibiteurs p21 et p27°**

205

ainsi que la suppression de c-

myc
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Dans le syst¢tme hématopoiétique, ’'IFN-y peut moduler la biologie d’a peu pres
toutes les cellules, incluant les plus primitives. Lors d’aplasies médullaires acquises,
I’IFN-y est point¢ du doigt comme un joueur important de la suppression de
’hématopoiese”**”’. Cependant, une publication récente montre au contraire que
dans un mode¢le d’infection chronique, ’'IFN-y favorise la prolifération des cellules

208

souches”™". Un autre théme récurrent est que la biologie de ’IFN-y est dépendante du

contexte.

Les effets physiologiques de I’'IFN-y surprennent néanmoins par leur cohérence. En
effet, ’'IFN-y cytokine centrale de la différenciation Thl, oriente toute la réponse
cellulaire, humorale et innée dans la méme direction. Premiérement, le dialogue
APC-lymphocytes T CD4 entretient une boucle de rétroaction positive ou la sécrétion
d’IL-12 par I’APC activée®® améne une sécrétion d’IFN-y par le lymphocyte T, qui
en agissant sur I’APC favorise davantage la maturation (molécules de co-stimulation
et expression des complexes MHC) et la sécrétion d’IL-12 qui agira plus fortement
sur le lymphocyte T CD4 chez qui 'IFN-y améne une plus grande expression d’IL-
12R*%#! L’IL-12 activera aussi les cellules NK qui deviendront de grandes
sécrétrices d’IFN-y et chez qui I'IFN-y stimulera d’autres fonctions effectrices.
L’TFN-y stimulera aussi les fonctions effectrices chez le lymphocyte CD8, notamment
I’expression de FasL. Initialement, I'IFN-y aurait méme un réle positif sur la
prolifération d’effecteurs CD8*'**'"*. Ce paradoxe pourrait étre expliqué par le fait
que les lymphocytes T CDS inhibent la transcription du IFNyRII rapidement apres un
premier signal. Ainsi un signal « stimulateur » initial ne serait pas supplanté par une
signalisation continue qui aménerait une inhibition de la prolifération®'*. L’IFN-y
stimule chez les macrophages et les neutrophiles le systétme de la NADPH oxidase
(respiratory burst), 'INOS, plusieurs enzymes lysosomales et la phagocytose (par le
biais de 1’augmentation de I’expression des récepteurs Fc et du CR3)'”’. La
phagocytose est favorisée par I’isotype d’immunoglobuline IgG3 et la lyse par le
complément par I’isotype IgG2, deux isotypes dont la production est favorisée par
I’action de I'IFN-y sur les lymphocytes B. De plus, 'IFN-y stimule I’expression
d’ICAM-1 et VCAM-1 favorisant la migration d’effecteurs immunitaires vers les
tissus inflammés. Ainsi, I’'I[FN-y semble coordonner au niveau de la cellule et entre

les cellules un programme immunitaire cohérent.
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A cette cohérence s’ajoute un aspect fondamental d’auto-régulation. Tel que décrit
plus haut, la réponse immunitaire, quoique salutaire, doit se terminer apres
I’¢élimination des pathogénes afin de préserver I’hote. L’IFN-y est un maillon
essentiel de I’apoptose des lymphocytes T CD4 et CD8 activés™*'>2'®. Rappelons
que de facon autocrine, les lymphocytes T CD4 Thl semblent pouvoir s’autoréguler
par la sécrétion de la cytokine immunosuppressive IL-10%. C’est aussi par la
manipulation des schémes Th que I'IFN-y peut aussi influer sur la réponse
immunitaire. En effet, la génération de lymphocytes CD4 TReg en périphérie est
diminuée en l’absence de signalisation par I'IFN-y'**2"  Aussi, 'IFN-y est un
inducteur puissant de iNOS et d’IDO (dont les fonctions immunorégulatrices sont
brievement décrites au point 1.3.1) chez les cellules du systéme inné et certaines

1
cellules stromales'”’.

L’impact d’une signalisation par 'IFN-y sur les phénotypes immunitaires peut donc
étre complexe et variable. Ainsi, le réle de 'IFN-y est dépendant des contextes et

conséquemment gagne a étre évalué dans des modeles physiologiques.

4.2-L’[FN-y et ’'AHCT

En GVHD, I’IFN-y est principalement sécrété par les lymphocytes T du donneur. Les
données disponibles sur le role de 'IFN-y sur D’alloréactivité et la GVHD sont
contradictoires™***°. Globalement, et de fagon surprenante, la plupart des études
tendent 2 montrer que ’effet dominant de I'IFN-y est de limiter la GVHD™®. Cette
hypothése va aussi de paire avec les données humaines montrant que les
polymorphismes « hypo-sécrétants » du géne de ’IFN-y sont associés a une incidence
accrue de GVHD'”. En définitive, il semble que les propriétés immunorégulatrices
de I'IFN-y prédominent, en grande partie grace aux effets de cette cytokine sur la
contraction des lymphocytes T alloréactifs. Cependant, les effets connus de I’IFN-y
sur la présentation antigénique et la sécrétion de chimiokines par les cellules non-
hématopoiétiques du receveur (les cibles de la GVHD) pourraient favoriser le

développement de la maladie®’

. Nous avons entrepris d’évaluer cette possibilité en
utilisant un mod¢le ou les cellules du donneur sont sensibles a I’'IFN-y (gardant ainsi
intacte la réponse immunorégulatrice dépendante de I’IFN-y), mais ou les cellules du

receveur sont déficientes pour IFN-yRI (et donc insensibles a I’TFN-y). Les résultats
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sont présentés ci-apres dans le premier article. Un autre groupe a simultanément
¢tudié une partie de cette question et nous a offert une réponse quelques temps avant

la publication de nos travaux. Le groupe de GH Hill***

a démontré que la signalisation
IFN-y dans les tissus de I’hdte dicte de fagon opposée la susceptibilité a la GVHD de

I’intestin et du poumon.

4.3- Le TGF-J et le maintien de la tolérance périphérique

4.3.1- TGF-p, signalisation

La famille des ligands TGF-f compte au moins 42 membres dont les fonctions sont
trés diversifiées”. La conservation d’un grand nombre de ces génes dans 1’évolution
témoigne de leur importance fondamentale. En fait, le TGF-f est apparu avant la
divergence des arthropodes et des vertébrés, c'est-a-dire il y a plus d’un milliard
d’années™’. TGF-B1 (parmi trois isoformes TGF-B1, 2 et 3) est la forme la plus
abondante dans les tissus lymphoides et nous nous limiterons a décrire les actions de
celle-ci®®'. Le TGF-B est synthétisé comme précurseur et subit une modification
importante dans ’appareil de golgi par le biais de Furin-like peptidases (ou de
Proprotein-convertases)™>. En effet, la molécule active du TGE-p est alors séparée
du LAP (Latency-associated peptide), mais demeure associée a ce dernier de fagon
non-covalente. Le TGF-f est ensuite sécrété dans 1’espace inter-cellulaire ou il est
toujours li¢ au LAP et souvent au LTBP (Latent TGF binding protein). 11 devient
actif lorsque libéré du LAP et LTBP, principalement par des peptidases™. Il se lie
ensuite a son récepteur, un hétérotétramere composé de deux chaines de TGF-BRI et
deux chaines de TGF-BRII**® (Figure 5). Ces chaines sont toutes deux des kinases
serine-thréonine. Initialement, le TGF-P se lie a la chaine TGF-BRII qui recrute la
chaine TGF-BRI et la transphosphoryle. La chaine TGF-BRI ainsi activée peut
phosphoryler les protéines SMAD associées aux récepteurs (R-SMAD) preés de
I’extrémité C-terminale®**

s’agit des protéines SMAD2 et SMAD3®'. Briévement, les R-SMAD sont des

. Dans le cas de TGF-p et du systéme immunitaire, il

protéines d’environ 500 acides aminés formées par deux domaines globulaires liés
par un domaine de liaison (/inker). Un premier domaine globulaire (MH1) possede
une région conservée permettant une liaison a ’ADN. SMAD?2 par contre ne peut lier

I’ADN car un insert a I’exon 3 bloque le site de contact avec I’ADN chez la plupart
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des produits d’épissage alternatif (splice variants). Le domaine MH2 quant a lui est le
principal lieu d’interaction des R-SMAD avec leurs partenaires protéiques. La région
linker contient plusieurs sites permettant des modifications (phosphorylation,
ubiquitination, etc.) qui notamment servent au dialogue croisé avec d’autres voies
signalétiques et altérent fonctionnellement les SMAD**. Les R-SMAD activés se
lient & un co-SMAD dans le cytoplasme (typiquement SMAD4) et migrent en tant
qu’hétérotriméres vers le noyau. Dans le noyau, SMAD3 et SMAD4 peuvent se lier
aux SBE (Smad-binding elements — 5'-GTCT-3') et séquences variantes™*>>> du SBE.
Cette liaison n’est pas suffisante pour induire ou réprimer la transcription de genes.
Ainsi, les complexes SMAD modulent la transcription en interagissant avec d’autres
facteurs de transcription, souvent tributaires des autres signaux que regoit la
cellule™. La contribution relative de SMAD2 et SMAD3 dans la formation des
trimeéres avec SMAD4 et I’impact global de I'un et ’autre sur la transcription sont

mal compris et demeurent des sujets d’intenses recherches (voir le point 9).

TGF-B

- 00

Co-facteurs

Chromatine

Noyau

Figure 5. La voie signalétique canonique du TGF-B. Activation du TGF-P latent par des perturbations de la matrice
extracellulaire et liaison au TGF-BR, suivi de |a liaison du TGF-B a son récepteur, La formation d’'un complexe tétramérique
formé de deux chaines TGF-BRII et TGF-BRI est suivi d’'une phosphorylation de TGF-BRI par TGF-BRII. Les chaines TGF-BRI
activent ensuite SMAD2 et 3 par phosphorylation, qui se lient alors dans le cytoplasme avec le co-SMAD, SMAD4. Ensuite,
les hetéro-triméres migrent vers le noyau ol ils interagissent avec des co-facteurs pour moduler |a transcription.

La régulation de la voie SMAD se fait a de multiples niveaux (Figure 6). Aprés avoir
lié son ligand, le TGF-BR est internalisé pour étre, ou bien dégradé, ou recyclé. Cette

régulation serait le fruit d’une internalisation via les caveolae (menant a une
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dégradation) ou par les vésicules associés a la clathrine (menant & un recyclage)™’.

La liaison des R-SMAD au TGF-BR peut aussi étre limitée par un effet de
compétition venant de FKBP12, BAMBI et SMAD7**. Le cas de SMAD7 mérite
qu'on s’y attarde. SMAD7 est un SMAD dit inhibiteur, qui ne posséde pas de
domaine MHI1. Les deux mécanismes principaux par lesquels SMAD7 agit sont la
compétition pour le TGF-BR et la dégradation des chaines TGF-BRI via une
coopération avec SMURF2, une ubiquitine ligase. SMAD7 est induit par la
signalisation TGF-B/SMAD et est donc un maillon d’une importante boucle de rétro-
action négative. PIASI, les MAPK et CDK peuvent respectivement sumoyler ou
phosphoryler le linker des R-SMAD et ainsi moduler (positivement ou négativement)
leur fonction, notamment le transport nucléo-cytoplasmique. L’autre niveau de
régulation important touche les effets transcriptionnels des complexes SMAD. Les
protéines SKI et SnoN sont des antagonistes nucléaires des complexes SMAD qui
peuvent démanteler les associations que les SMAD forment avec d’autres facteurs de
transcription. La relation entre les SMAD et les protéines SKI et SnoN a une longue
histoire dans I’évolution et la régulation est bi-directionnelle (il existe une voie
SMAD-dépendante d’ubiquitination/dégradation des protéines SKI et SnoN). TGIF
est un autre inhibiteur nucléaire qui empéche la transcription SMAD-dépendante en
inhibant 1’acces des complexes SMAD au co-activateur transcriptionel p300/CBP de

‘s S 234
maniére compétitive (revu dans ***)

E

« Internalisation fdégradation
= du récepteur

SMURF-2-SMAD7
SMAD7

Madifications post- 3 Jp

translationnelles des SMAD

Co-répresseurs
[ex:5K] et SnoN
et TGIF)

SMAD7

Chromatina

Noyau

Figure 6. Régulation de la voie TGF-B/SMAD. Illustration des principaux mécanismes de régulation de la voie TGF-
B/SMAD.
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De manicre globale, nous pouvons ré-insister sur I’importance des co-activateurs et
co-répresseurs transcriptionels dans la transcription médiée par les SMAD™®. Selon
les tissus et les contextes, les effets du TGF-p3 se montrent trés variables et plastiques.
La voie TGF-B entretient des relations étroites avec d’autres voies de grande
importance dont celles des MAP kinases et d’AKT?**. Ce qui est moins connu est
I’intégration de ces voies menant a une expression génique synchronisée et cohérente
(synexpression). Cet aspect sera étudié plus bas, alors que la signalisation par le TGF-

[ sera abordée dans des contextes physiologiques.

La voie SMAD n’est pas la seule voie activée par le complexe TGF-BR, ajoutant a la
pléiotropie du TGF-B. En effet, les voies MAPK, PI3K, PP2A, Rho et Par6 sont aussi
directement activées a partir du TGF-BR**. Les effets combinatoires, antagonistes et
tissus-spécifiques de 1’activation de plusieurs voies a partir du méme récepteur sont

encore largement incompris.
4.3.2- TGF-p, physiologie et immunité

Le TGF-B est un morphogeéne important dont les rdles, notamment en biologie du
développement et du cancer, sont multiples. Nous nous limiterons cependant aux
actions du TGF-Bp dans des contextes immunitaires™'**’. Le TGF-p est un
immunosuppresseur puissant dont les effets sur les cellules semblent étre d’une
grande cohérence. Les souris TGF-B ou TGF-BR déficientes meurent d’auto-
immunité fulminante en 3 semaines confirmant le role essentiel du TGF-B dans le
maintien de la tolérance®'. Plus précisément, les souris TGF-B-déficientes se
développent normalement jusqu’au jour 14 aprés la naissance, mais perdent
rapidement du poids ensuite. La mortalité précoce semble étre attribuable a une
atteinte inflammatoire pléiomorphe (lymphocytes et macrophages surtout) du cceur et
des poumons, bien que de multiples organes soient atteints (organes lymphoides,

242,243

pancréas, glandes salivaires et le tractus gastro-intestinal) . La délétion sélective

du TGF-BRII dans les lymphocytes T améne un phénotype semblable dont la 1étalité

. r 244
est toutefois retardée

. Le TGF-B occupe donc une position centrale dans la
tolérance par son action sur les lymphocytes T. Le TGF- joue un role encore mal
défini dans 1’ontogénese des différents sous-types de lymphocytes T, mais contribue a

I’homéostasie des compartiments T naifs, notamment en favorisant leur survie’*’. Les
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fonctions du TGF- sont mieux définies pour ce qui est du controle de la réponse des
lymphocytes T. Avant méme de pouvoir moduler la transcription, le TGF-B inhibe la
Tec kinase ITK et conséquemment les flux calciques nécessaires a 1’activation via le

TCR et les molécules de co-stimulation®*’

. Le TGF-B inhibe ensuite la prolifération et
la différenciation des lymphocytes T**'*®. Les trois mécanismes effecteurs (sécrétion
de perforine/granzyme, expression de FasL et de TNF-a) des lymphocytes T CDS8
sont inhibés par le TGF-BzM, La différenciation Th des lymphocytes T CD4 est aussi

24524
22328 ot 1a

profondément altérée. Le TGF-f réprime la différenciation Th
différenciation Th1?*. Cependant, les lymphocytes T CD4 dont le géne TGF-BRII a
¢été¢ inactivé produisent beaucoup d’IFN-y, expriment fortement T-bet et se
différentient exclusivement en effecteurs Th1>*. In vivo, le réle primordial de TGF-p
serait donc de supprimer le développement Thl. A la suppression des 2 schémes de
différenciation Th principaux, s’ajoute une contribution de TGF-J a la différenciation
TReg et Thl7. Cette contribution ne consiste pas seulement a réprimer la
différenciation Th1/Th2 afin que d’autres signaux puissent diriger I’acquisition de

3?Yetla

d’autres phénotypes Th. TGF-B contribue activement a I’expression de FoxP
neutralisation de TGF-p par anticorps limite la production de Th17*>'*>*. Bien que les
lymphocytes T CD4 Thl7 soient généralement reconnus comme étant pro-
inflammatoires®”, il semble que le TGF-B (avec I'IL-6) mais sans le facteur de
stabilisation IL-23, favorise la génération d’effecteurs Th17 avec des fonctions
régulatrices™’. Une notion importante est que c¢’est en majeure partie par un effet

autocrine que le TGF-p permet le contrdle la réponse T>>**°°,

Les fonctions immunorégulatrices du TGF- dépassent largement le compartiment
des lymphocytes T (résumées a la figure 7). Ainsi, il est possible de démontrer des
propriétés immunorégulatrices chez tous les acteurs du systéme immunitaire. Chez les
lymphocytes B, la prolifération et la production d’anticorps sont réprimées par le
TGF-B, mais par contre, la formation d’anticorps IgA est favorisée par rapport aux
autres sous-types™'. Cette derniére propriété semble cohérente avec le role particulier
du TGF-B dans la régulation de I’homéostasie immunitaire de I’intestin sur laquelle
nous reviendrons. L’activation des cellules NK, leur fonction cytolytique et la
production de cytokines sont inhibées par le TGF-B**’. L’absence d’une signalisation

TGF-B chez les cellules NK améne leur accumulation et une augmentation de la
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sécrétion d’IFN-y, ce qui pourrait avoir une répercussion sur le développement de

258

réponses Thl systémiques™ . Le TGF-B inhibe I’expression de récepteurs de ligands

de stress sur les cellules NK (notamment NKG2D) diminuant ainsi leur capacité de

> Chez les cellules dendritiques, le réle de TGF-B semble

reconnaissance et de lyse
dépendre du type de cellules et du contexte expérimental®'. Il serait donc hasardeux
de conclure a un role unique. Bien que souvent associé¢ aux rdles tolérogenes des
cellules dendritiques, le TGF-p est essentiel 4 la génése des cellules de Langerhans®®,
et dépendemment des contextes, le TGF-f pourrait méme faciliter la stimulation des

cellules T par celles-ci (revu dans®®’

). Le TGF-B peut induire un blocage de
maturation (échec d’augmentation des complexes MHC de classe II et des molécules
de co-stimulation a la surface, inhibition de la sécrétion d’IL-12 et méme induction
d’ID0O)****% . Les mécanismes TGF-B qui sous-tendent cet échec de maturation chez
les cellules dendritiques sont cependant assez mal compris. Cependant nous savons
que chez les macrophages stimulés par LPS, le TGF-f ameéne la dégradation de
MyD88%** un carrefour important de la signalisation via les TLR. Ainsi, les fonctions
d’APC des macrophages sont aussi diminuées en présence de TGF-B. Il en est de
méme pour les fonctions phagocytaires et microbicides (production de NO)*®. En
effet, plusieurs récepteurs captant des débris ou des cellules mortes (scavenger
receptors) et des récepteurs Fc sont moins exprimés apreés que la cellule eut été
exposée au TGF-B**?%7_ 11 en est de méme pour plusieurs cytokines inflammatoires
telles le TNF-a, IL-12 et CCL3/MIP-10”®. 1I est probable que le TGF-B régule les
fonctions des neutrophiles de la méme facon, mais les données sont contradictoires,

#! Le TGF-B a néanmoins un

notamment pour ce qui est des fonctions microbicides
role important dans le recrutement des monocytes et neutrophiles aux sites
d’inflammation. L’importance du TGF-f dans la régulation des cellules myé¢loides est
stirement sous-estimée. En effet, dans plusieurs systemes ou il n’y a pas de réactivité
T, D’abrogation de la signalisation TGF-f amene une myéloprolifération et une
inflammation diffuse’®*"’. De plus, on a bien démontré le role du TGF-p dans la re-

différenciation des macrophages et neutrophiles en cellules immunossupressives’ " .
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Figure 7. Survol des fonctions principales du TGF-B en immunité. T indique gue le TGF-§ généralement augmente, 4

diminue et <> maintient. ? indique que le role de TGF-B est incertain. Inspiré de?,
Le TGF-B utilise plusieurs voies signalétiques afin de programmer ainsi les cellules
du systéme immunitaire. De fagon particuliérement pertinente a cette thése, plusieurs
de ces fonctions sont tributaires en partie ou en totalit¢é de 1’action de SMAD3,
médiateur canonique de la voie TGF-f. Chez les lymphocytes T, SMAD3 semble
méme essentiel a ’induction de la tolérance suite a une exposition antigénique en
I’absence de co-stimulation””'. Le tableau II résume le role spécifique de SMAD3
dans I'immunité. De fagon remarquable, malgré 1’importance de SMAD3 dans la
signalisation TGF-f en immunité, les souris SMAD3-déficientes ont des phénotypes

272-274 . ’ . SR r
72274 mais aucune ne récapitule la sévérité du phénotype des

immunitaires variables
souris TGF-BR déficientes. En fait, les souris utilisées comme donneuses de cellules
hématopoiétiques dans I’article II sont libres de toute auto-immunité lorsque

maintenues dans des conditions libres de pathogenes.
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Tableau Il. Effets de TGF-B connus comme étant SMAD3-dépendants dans les sous-types de
cellules immunitaires. Selon 22*¢2%° ou les références incluses dans le tableau.

‘ SMAD3 augmente SMAD3 diminue

Lymphocytes T CD4 L’'expression de FoxP3 — | La prolifération TCR-dépendante
I'induction de TReg La production d’IL-2
L’activité de ROR-yt — I'induction de
Th17°”
Lymphocytes T CD8 La production d’IL-2
L’expression de granzyme b
Cellules NK L’expression de T-bet, d’IFN-y et de
L;ADDC276,277
Lymphocytes B Le changement de classe | La prolifération
en faveur des IgA | Lasécrétion d’IgG
(débattu)
L’apoptose—via
I'accumulation de Bim?®”®
Cellules dendritiques CIITA — Présentation antigénique
via les MHC de classe Il
Monocytes/Macrophages | L’expression d’IL-23p19°”° | L’activation — iNOS, MMP12
Granulocytes Le chimiotactisme

4.4- Le TGF-B et 'AHCT

De fagon surprenante, le TGF-f a été assez peu étudi¢ en GVHD. Pourtant, il semble
évident que celui-ci est un modulateur important de I’alloréactivité'”>**. On a pu
démontrer dans des modéles murins que dans les phases précoces post-AHCT, les
lymphocytes T produisaient beaucoup de TGF-B et que I’inhibition de celui-ci
augmentait la GVHD. Par contre, dans les phases tardives, les cellules my¢loides
devenaient les principales productrices de TGF-p, et dans ce contexte, le TGF-f avait
un effet délétére sur la GVHD™. Ces travaux révélent que 1’on peut difficilement
catégoriser une cytokine aussi polyvalente que le TGF-B. Le contexte, en termes de
milieu (autres cytokines, cellules immunitaires et stromales, etc.) et en fonction du
temps (atteinte aigu€ ou chronique), déterminent en grande partie le role dominant
que jouera le TGF-B. Plusieurs manifestations de la GVHD chronique sont associées

a la fibrose, susceptible d’étre améliorée par la neutralisation du TGF-B***.

Chez I’humain, certains polymorphismes du TGF-f et de son récepteur sont associés
a la GVHD®. 1l est toutefois difficile de savoir quels sont les impacts de ces

polymorphismes sur la signalisation du TGF-B. Cependant, la présence de taux
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sériques bas de TGF-P et des niveaux faibles de TReg mesurés de 2 a 4 semaines
apres ’AHCT (avant le développement de la GVHD) semble pouvoir prédire
I’apparition de la GVHD aigué et chronique chez ’humain®®'. De plus, une étude
pilotée par notre laboratoire'’" a soulevé un lien plausible entre SMAD3 et la GVHD.
En effet, cette étude a révélé que certains patrons d’expression génique évalués par
micro-puces de cDNA chez les lymphocytes T de donneurs sains peuvent prédire le
développement de GVHD chez le receveur. Notamment, des niveaux de transcrits
¢levés de génes régulant positivement la voie TGF-B sont associés a une plus faible
incidence de GVHD. Dans cette é¢tude, le géne dont 1’expression chez le donneur était
la plus susceptible de prédire la GVHD était SMAD3. Ainsi, de bas niveaux de
SMAD3 chez les lymphocytes CD4 du donneur prédisaient 1’apparition d’une GVHD
chronique chez les patients. Cette relation entre les niveaux de SMAD3 et la GVHD
se vérifiait aussi a l’inverse, c’est-a-dire lorsque les niveaux de SMAD3 étaient
¢levés. En fait, dans cette cohorte de 50 paires donneurs/patients, aucun donneur dont
les niveaux de SMAD?3 ¢étaient ¢levés chez les lymphocytes T CD4 n’a amené de
GVHD chez le receveur. Le deuxieme manuscrit inclus dans cette thése identifie chez
la souris les mécanismes immunologiques pertinents a la GVHD qui dépandent de

I’expression de SMAD3.

4.5- Deux voies antagonistes ?

L’TFN-y et le TGF- sont deux cytokines maitresses dont les roles sont souvent
diamétralement opposés autant chez les cellules immunitaires que stromales. Nous
avons vu ci-haut que 1’un et I’autre orientent les cellules du systéme immunitaire vers
des phénotypes opposés, au moins la plupart du temps. Alors, avons-nous des
¢vidences démontrant un antagonisme réciproque aux niveaux cellulaire et
moléculaire ? La réponse a cette question est oui. Les antagonismes fonctionnels
entre ces deux joueurs s’articulent autour de mécanismes moléculaires pouvant
intervenir a plusieurs niveaux, suggérant fortement I’importance pour I’une ou ’autre

des voies d’inhiber sa rivale. En voici quelques exemples.

Comme nous I’avons décrit, les deux récepteurs sont ubiquitaires et comme pour les
réponses a ces deux cytokines, les mécanismes antagonistes sont susceptibles d’étre

cellule-spécifiques. Déja au niveau des récepteurs, il a ét¢ démontré que le TGF-BRI
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peut phosphoryler la chaine IFN-yRI de telle fagon que le complexe IFN-y récepteur
devient moins apte a phosphoryler STAT1?**. La voie IFN-y/STATI induit le SMAD
inhibiteur SMAD7, qui lui inhibe I’activation des R-SMAD et accentue la
dégradation du TGF-BR**®. Aussi, la séquestration de STATI par PIAS1 (protein
inhibitor of activated STATI) se trouve augmentée aprés une stimulation par le TGF-
p*. L’interférence entre les deux voies est aussi trés bien décrite au niveau
transcriptionnel. En effet, on a montré que les SMAD et STATI1 compétitionnent
288

pour le co-facteur p300/CBP
YB-1, un inhibiteur de SMAD3*®. Aussi, I’induction de la phosphatase PTP-Shp-1

et que I'I[FN-y améne la translocation nucléaire de

par TGF-p inhibe I’induction de T-bet par IFN-y chez les lymphocytes T, en agissant
sur phospho-STAT1?*.  Nous devons aussi rappeler que SMAD3 agit comme

répresseur direct du géne de I'TFN-y chez les cellules NK*''.

Physiologiquement, nous pouvons aussi relever quelques uns de ces antagonismes.
Les roles diamétralement opposés de 1’une et I’autre des cytokines sur la présentation
antigénique et la maturation des APC peuvent vraisemblablement controler toute la
réponse immunitaire. La différenciation des lymphocytes T CD4 est aussi un exemple
utile. En effet, une déficience en SOCS1 (médiateur qui inhibe entre autres la voie
[FN-y) limite la différenciation, entre autre TGF-p-dépendante, des CD4 Th17%".
Nous pouvons alors croire que la différenciation des Thl7 requiert a la fois une
activation de la voie du TGF-B et une inhibition de celle de 'IFN-y. La survie des
lymphocytes effecteurs est négativement régulée par ’IFN-y et positivement par le
TGFE-p**. Bien que les mécanismes qui sous-tendent ces observations soient
incomplétement compris, la régulation différentielle de FasL par les deux cytokines

- - L s 292203
pourrait offrir une explication”™

. Une exception a cette régle générale semble
toucher la sous-population des effecteurs CD8 de courte durée — short-lived CDS8
effectors, ou le TGF-f améne une apoptose via la diminution de la molécule anti-

apoptotique Bel-2)>*.

Enfin, la relation entre ’IFN-y et le TGF- peut aussi étre vue comme un rapport de
type Ying-Yang. En effet, nous devons introduire une notion de complémentarité a
celle d’opposition. Ainsi, il est utile de mentionner quelques exemples ou les actions

simultanées ou séquentielles des deux cytokines sont collaboratrices. Un exemple
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¢éclairant a ce sujet concerne la régulation de la réponse immunitaire dans le temps.
En effet, bien que les deux cytokines régissent les fonctions des macrophages
différemment, elles collaborent harmonieusement. L’IFN-y stimule la phagocytose, la
présentation antigénique, I’induction d’iNOS et la production d’IL-12, des
mécanismes importants au début de la réponse immunitaire. Toutes ces fonctions sont
inhibées par le TGF-B'”**', qui lui favorise les fonctions macrophagiennes utiles a la
résolution de I’inflammation et a la réparation des tissus. Il appert cependant, que
1’organisme profite de cet antagonisme dans le maintien de I’homéostasie®”. Le cas
de la répression de I’IL-12 chez les macrophages pourrait méme étre particulierement
intéressant et révélateur quant au dialogue moléculaire qu’entretiennent les deux
voies. En effet, le géne de I'IL-12 est réprimé par I’axe TGF-B/SMAD mais requiert
pour cela un site intact de liaison pour IRF-1 au niveau du promoteur du gene de I’IL-
12%°. Ceci suggére qu'une induction d’IRF-1 par IFN-y est un préalable pour
potentialiser I’effet répresseur des SMAD dans ce cas. La notion d’antagonisme entre
les deux cytokines doit donc encore étre interprétée dans un contexte plus large
d’homéostasie. Rappelons que certaines fonctions sont aussi controlées de la méme
facon par I’IFN-y et le TGF-B, notamment I’inhibition de la prolifération cellulaire.
En terminant, les frontiéres sont parfois difficiles a déterminer (peut-étre parce
qu’artificielles ?) dans les phénotypes qu’induisent les deux cytokines. Un bon
exemple est la différenciation des lymphocytes T CD4 ou la co-expression de T-bet et

FoxP3 peut étre observée®’, tout comme la co-sécrétion d’IL-17 et d’IFN-y*>2%%,

5- Hypothese globale et nouvelles connaissances sur le role de I’IFN-y et de ’axe

TGF-p/SMAD3 dans la régulation de la GVHD.

Notre hypothése était que les cytokines maitresses IFN-y et TGF-B (par le biais de
son médiateur canonique SMAD3) controlent la GVHD en modulant la reconstitution
hématopoiétique et la différenciation des cellules greffées. Plus précisément, nous
voulions savoir comment s’articulent les propriétés pléiotropiques et largement

opposées de 1’une et I’autre dans un contexte physiologique précis, I’AHCT.

5.1- Les niveaux d’IFN-y programment la reconstitution hémato-lymphoide et la

signalisation par I’ IFN-yR module la GVHD pulmonaire et intestinale.
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Nous mettons en évidence dans le premier article que I’'IFN-y exerce de fagon dose-
dépendante un rdle prépondérant dans ’homéostasie des cellules du donneur post-
AHCT. Nous montrons qu’il y a une relation entre 1’exposition a de forts niveaux
d’IFN-y et un échec de reconstitution hémato-lymphoide. Nous avons pu démontrer
que I’apoptose médi¢e par Fas et un défaut de prolifération sous-tendent ce
phénomene. De plus, nos travaux évoquent une notion de programmation, car
I’exposition a des doses ¢élevées d’IFN-y ne survient que tot aprés la greffe, alors que
le phénotype d’échec de reconstitution atteint son apogée pres de deux semaines plus
tard. Il est commun d’observer des cytopénies durant la GVHD chez 1’humain dont
les causes sont obscures. Nos travaux jettent donc un éclairage nouveau sur
I’homéostasie des cellules du donneur en GVHD. L’article comprend aussi des
données importantes sur le role d’une signalisation par I’IFN-y dans les tissus cibles
de la GVHD chez le receveur tels le poumon, le foie et I’intestin, notamment pour ce

qui est de I’induction des MHC sur les tissus cibles de la GVHD.

5.2- L’absence de SMAD3 chez les cellules du donneur accentue la GVHD

Tel que décrit dans Baron et al.'”!

, la présence de hauts niveaux de transcrits de
SMAD3 dans les cellules de donneurs sains protége contre le développement d’une
GVHD chez les patients. Cette étude faite chez 1’humain suggérait que SMAD3, un
facteur de transcription déterminant de la voie canonique du TGF-f, limitait
I’alloréactivité. Nous avons développé un modele murin de GVHD, ou les donneurs
sont déficients ou non pour le géne SMAD3. Bien que I’absence de SMAD3 n’altére
pas les compartiments hématopoiétiques et immunologiques des souris donneuses
maintenues dans des conditions libres de pathogenes, les greffons déficients pour le
géne SMAD3 causent une GVHD beaucoup plus séveére. Ce modele murin nous a
permis de directement investiguer les mécanismes par lesquels SMAD3 pourrait
exercer un effet protecteur en GVHD. Nos résultats indiquent que SMAD3 a un rdle
important dans le controle de la prolifération et de la différenciation Thl des
lymphocytes T CD4 et dans I’expansion et la fonction des cellules myé¢loides,
particuliecrement des granulocytes. La GVHD que nous observions était

principalement localisée au niveau du colon, témoignant de la grande importance de

’axe TGF-B/SMAD3 dans I"homéostasie immunitaire de cet organe®”. De plus, notre
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¢tude a permis de relever pour la premiere fois des évidences directes suggérant que

les neutrophiles causent des dommages en GVHD, via des processus d’oxydation.
5.3-Une forte stimulation par le TCR inhibe la voie TGF-p/SMAD3

L’absence d’atteinte auto-immune chez nos donneuses SMAD3-déficientes indique
que SMAD3 n’est pas essentiel pour relayer les signaux tolérogénes de TGF-3 a 1’état
basal. Cependant, lors d’un contact avec un alloantigéene, SMAD?3 limite la réponse T.
Pourrait-il y avoir une interaction entre la voie TGF-B/SMAD?3 et la voie TCR ? En
examinant comment des lymphocytes peuvent s’affranchir de I’action inhibitrice
tonique du TGF-f par une forte stimulation venant du TCR, nous pouvons dire que
oui. En effet, le troisieéme article inclus ci-aprés montre que lors d’une stimulation par
le TCR, SMAD3 est rapidement déphosphorylé (contrairement 8 SMAD?2). Ainsi, au
dela de son objectif premier, c’est-a-dire de démontrer un antagonisme fonctionnel
entre les deux voies, cette étude nous suggere que la régulation de la phosphorylation

de SMAD?3 en est la conséquence principale.

5.4- Le transcriptome dépendant de la voie TGF-f/SMAD3 révéle des mécanismes

susceptibles de controler la tolérance des lymphocytes T CDA.

Nous avons fait une étude de micro-puces de cDNA afin d’évaluer la réponse
transcriptionelle SMAD3-dépendante chez les lymphocytes T CD4 naifs. Un résumé
de données non-publiées est inclus dans cette thése (annexe I). Nous y décrivons
comment la stimulation de I’axe TGF-B/SMAD3 améne I’induction de nombreux
genes impliqués dans des processus susceptibles d’influencer la réponse immunitaire

T CDA4.
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6-Articles et Annexe

6.1. Article I :
Delisle JS., Gaboury L., Bélanger MP., Tassé E., Yagita H., Perreault C.,

Graft-versus-host disease causes failure of donor hematopoiesis and
lymphopoiesis in interferon-y receptor-deficient hosts, Blood. 2008;112:2111-
2119
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Abstract

Graft-versus-host disease (GVHD) immunopathology results from a type I T-cell
process. However, a prototypical type I cytokine, interferon-y (IFN-y), can protect
against several manifestations of GVHD in recipients of major histocompatibility
complex (MHC)-mismatched hematopoietic cells. We transplanted hematopoietic
cells from C3H.SW donors in wild-type (wt) and IFN-y-receptor-deficient (IFN-
YRKO) MHC-matched C57BL/6 recipients. In IFN-yRKO recipients, host cells were
unresponsive to IFN-y, while wt donor cells were exposed to exceptionally high
levels of IFN-y. From an IFN-y perspective, we could therefore evaluate the impact of
a loss-of-function on host cells and gain-of-function on donor cells. We found that
lack of IFN-yR prevented upregulation of MHC proteins on host cells but did not
mitigate damage to most target organs. Two salient phenotypes in IFN-yRKO
recipients involved donor cells: lymphoid hypoplasia and hematopoietic failure.
Lymphopenia was due to FasL-induced apoptosis and decreased cell proliferation.
Bone marrow aplasia resulted from a decreased proliferation of hematopoietic
stem/progenitor cells that was associated with downregulation of two genes
negatively regulated by IFN-y: Ccndl and Myc. We conclude that IFN-y produced by
alloreactive T cells may entail a severe graft-versus-graft reaction and could be

responsible for cytopenias that are frequently observed in subjects with GVHD.



65

Introduction

IFN-y is a master regulator of adaptive immune responses. IFN-y modulates
hundreds of genes regulating apoptosis and cell proliferation, antigen processing and
presentation, as well as leukocyte trafficking and effector function. Though our
comprehension of the molecular bases of IFN-y signaling in the immune system has
evolved rapidly, our understanding as to how IFN-y signals in various cell types are

integrated in vivo and impinge on systemic immunopathology is still rudimentary.

GVHD is the most important complication of allogeneic hematopoietic cell
transplantation, accounting for most of the treatment-related morbidity and mortality.”
It is a systemic disease affecting mostly the liver, intestine, skin and lymphoid
organs.” Studies in mouse models of GVHD have reported increased serum levels of
IFN-y and induction of IFN-y transcriptional target genes in the skin and liver.*’
However, IFN-y was reported to have predominantly a protective influence on
GVHD lethality in most though not all studies using IFN-y-deficient donors, antibody
mediated depletion or injection of IFN-y.* Use of IFN-y receptor 1 chain-deficient
(IFN-yRKO) mice in MHC-mismatched transplants has further shown that the impact
of IFN-y on GVHD lethality resulted from effects on both donor T cells and host non-
hematopoietic cells.*” Thus, alloreactive CD8 T cells from IFN-yRKO and IFN-y
deficient donors expand more extensively than CD8 T cells from wt donors.®
Furthermore, lack of IFN-yR on host pulmonary parenchyma enhances donor cell
migration and expansion within the lung, and thereby causes severe pulmonary

immunopathology.’
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To gain further insights into the effects of IFN-y and its potential use for GVHD
prevention, we addressed two specific questions. First, does IFN-y have a non-
redundant role on MHC upregulation on host cells during GVHD? Second, does IFN-
y affect hematopoiesis and lymphopoiesis in recipients transplanted with allogeneic
hematopoietic cells? We found that IFN-y was indeed responsible for MHC
upregulation on host epithelial cells. Though this effect was dramatic it seemed to
have no untoward consequences. However, donor cells homeostasis was severely
impaired in IFN-yRKO recipients. Indeed, exposure to high levels of IFN-y was

associated with failure of donor hematopoiesis and lymphopoiesis.
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Materials and methods
Mice

We used the following strains of mice: C57BL/6 (B6), B6.SIL-Piprc‘Pep3’/Boy]
(Ly5®) (B6.SJL), C3H.SW-H2" (C3H.SW) and B6.129S7-IfngrI™*€/J (IFN-yRKO).
Mice were obtained from the Jackson Laboratory and bred in the animal care facility
of the Institute for Research in Immunology and Cancer. We generated IFN-yRKO
mice homozygous at the Ptprcap locus (encoding the CD45 protein tyrosine
phosphatase) by crossing B6.SJL (CD45.1) mice with IFN-yRKO (CD45.2) mice.
Mice were housed under specific pathogen-free conditions in sterile ventilated racks.
All procedures involving mice were approved by the Comité de Déontologie et

d’Expérimentation Animale of the Université de Montréal.

Transplantation

C3H.SW female donor mice were immunized intraperitoneally with 20x10° male B6
splenocytes 14 days prior to transplant (day -14). One day prior to transplantation,
B6, B6.SJL or IFN-yRKO female recipient mice were irradiated (12Gy). On day O,
4x10° bone marrow (BM) cells along with splenocytes containing 5x10° CD8 T cells
from immunized C3H.SW donor mice were injected in the recipients’ tail vein. Mice
were weighed 3 times a week and monitored for signs of GVHD. A weight loss of
20% beyond day 10 post-transplantation, the occurrence of lesions covering more
than 20% of skin surface or signs of distress (immobility, arched back, eyes closed)

were considered survival end-points entailing euthanasia.
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Histology, immunohistochemistry and blood counts

For immunohistochemistry, tissues were snap frozen in isopentane (-80°C). Sections
(5 um) were fixed in acetone before storage at -80°C or used immediately. Liver
sections were treated for endogenous biotin blockade (Biotin/avidin kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA) before staining. The Fast-Red system (Ventana
Medical systems, Tucson, AZ) or HRP-Dab system (BD Biosciences, San Jose, CA)
were used according to the manufacturer’s instructions along with hematoxylin
counter-stain. Biotinylated anti-H2-D° and anti-I-A°, were purchased from BD
Biosciences. Tissues prepared for histology were fixed in buffered 10% formalin
immediately after sampling, embedded in paraffin, cut in 5 um sections and stained
with hematoxylin and eosin according to standard methods. GVHD histological
grading was performed by a single pathologist (LG) in a blinded fashion (grading
scale in Table S1). Pictures from tissue sections were taken using the Axio-imager
microscope and analyzed using the Axio-vision software version 4 (Carl Zeiss, Gena,
Germany). Peripheral blood was collected in EDTA coated tubes and analyzed on an

ACT diff 2 analyzer from Beckman Coulter (Fullerton, CA).

Flow cytometry and analysis of IFN-y levels in spleen/BM extracts

We purchased the antibodies targeted to the following antigens and relevant isotype
controls from BD Biosciences: CD8-APC, CD8-PE-Cy7, CD4-PerCP, CD4-APC-Cy-
7, TCR-B-FITC, TCR-B-APC, CD43-PE, CD11b-APC, CD19-FITC, CD19-PerCP-

Cy5.5, LFA-1-PE-Cy7, CD107a-FITC, IFN-y-PE-Cy7, L-PAM-PE, CD45.1-PE,
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CD45.2-FITC, CD45.2-PerCP-CyS5.5, Sca-1-PE-Cy5.5, Sca-1-Alexa-700, C-kit-APC,
C-kit-Pe-Cy7, FLT3-PE as well as Lin markers (biotinylated CD11b, Gr-1, CD3g,
B220, Ter119, NK1.1, CDl1lc, TCRB, TCRyd) and Annexin V-PE. Anti-VLA-4-
FITC was obtained from Antigenix America Inc. (Huntington Station, NY). CD43-
FITC was purchased from BioLegend. Hoestch 33342 was a kind gift from Dr Guy
Sauvageau’s Laboratory. Annexin V and Hoestch staining was done according to
standard protocols. Intracellular staining for IFN-y was done using the
CYTOFIX/CYTOPERM kit from BD Biosciences after cells were stimulated for 4
hours with phorbol myristate acetate and ionomycin. Cell suspensions were analyzed
using either an LSR II or Aria flow cytometer (BD Biosciences). Data were further
analyzed using the FSC Express version 3 software (DeNovo Softwares, Thornhill,
ON, Canada). Hepatic, pulmonary and intestinal leukocytes were obtained as
described.'® IFN-y levels in spleen extracts were measured using the Cytometric Bead
Array (mouse inflammation kit) and those in bone marrow extracts were measured

using the mouse IFN-y Elisa kit, both from BD Biosciences.

Antibody mediated in-vivo neutralization of IFN-y and FasL blockade

The neutralizing anti-Fas. monoclonal antibody MFL4 has been described
previously''. MFL4 was injected intra-peritoneally at a dose of 500 ug on days 0, 3,
6, 8, 10 and 12 post-transplantation. The neutralizing IFN-y antibody R4-6A2'? was
administered according to the following scheme: 750ug on Day 0, 1000 pg on days 2
and 4 and 500pg on days 6, 9 and 12. Control mice received equivalent doses of

isotype-matched immunoglobulins (Medicorp, Montréal, Qc, Canada).
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Quantitative RT-PCR

Cell subsets were sorted with a FACSaria flow cytometer, RNA was extracted with
Trizol (Invitrogen Carlsbad, CA), and quantitative RT-PCR was performed as
previously described using an ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System

(Applied Biosystems)."

Statistics

Survival data were analyzed using the log-rank test. All results shown in histograms

represent the mean + SD and were analyzed using the unpaired Student ¢-test.
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Results

IFN-yRKO hosts display accelerated mortality

Previous studies on GVHD using IFN-yRKO mice involved MHC-mismatched
donor-recipient pairs. In order to reproduce the most common scenario in human
hematopoietic cell transplantation, we elected to study acute GVHD induced by
MHC-matched donor T cells. We therefore induced acute GVHD by injecting MHC-
matched (but minor histocompatibility antigen disparate) C3H.SW donor cells into
B6 recipients that were sensitive (wt) or insensitive to IFN-y (IFN-yRKO). As
generally observed in recipients of MHC-matched donor cells, this strain combination
does not yield a 100% acute GVHD rate.'*'> To induce lethal acute GVHD in all wt
recipients we primed donors against recipient-type splenocytes prior to

transplantation'>"'.

The use of wt or IFN-yRKO recipients expressing the CD45.1 allotype allowed for
assessment of C3H.SW donor cell (CD45.2) chimerism post-transplantation. Full
donor chimerism, defined as more than 95% donor-derived hematopoietic cells, was
reached in BM, spleen and liver by day 4 post-transplantation and in the intestine by
day 8 (data not shown). IFN-yRKO hosts sustained dramatic weight loss and suffered
earlier mortality compared to wt hosts (Figure 1A-B). Histopathological evaluation of
GVHD target organs on day 15 revealed several differences between wt and IFN-

YRKO recipients (Figure 1C,D). Hepatic pathological scores were similar in the two
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host types, while intestinal lesions were less severe in IFN-yRKO recipients, for both
the small intestine (Figure 1C,D) and colon (data not shown). In stark contrast, skin
and pulmonary involvement were more severe in IFN-yRKO than in wt recipients. In
particular, IFN-yRKO lungs showed a massive inflammatory cell infiltrate and

edema.

The cell lineage of donor leukocytes (CD45.2") infiltrating host tissues was analyzed
by flow cytometry using antibodies specific for the following markers: CD4, CDS,
CD11b, CD19 and TCRP. Virtually all CD8" and CD4" cells also stained for TCRp,
thus confirming that they were T lymphocytes (data not shown). The donor cell
infiltrates contained similar proportions of CD8" and CDI11b" cells in the liver,
mostly CD8" cells in the intestine and mainly CD11b" cell in the lungs (Figure 1E),
irrespective of host type. Overall, our data in an MHC-identical GVHD model
confirm and extend two observations made in MHC-mismatched models®’: i) lack of
IFN-yR on host tissues differentially affects GVHD severity in various organs, and ii)

the lethality of acute GVHD is increased in IFN-yRKO compared to wt recipients.

IFN-vy signaling is necessary for MHC upregulation on host cells

Minor histocompatibility antigens are the target epitopes that trigger GVHD in
recipients of MHC-identical hematopoietic cells.'” Cell surface density of minor
histocompatibility antigens is proportional to expression of major histocompatibility
complex (MHC) molecules.'® A quintessential feature of MHC molecules is that they

are upregulated by IFN-y." Furthermore, in models where killing of targets cells is
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mediated mainly by the T-cell granzyme-perforin pathway, cell surface density of
MHC molecules determines target cell susceptibility to the T-cell attack.'® In view of
evidence that the granzyme-perforin pathway may contribute to GVHD?, one would
therefore expect less severe GVHD in IFN-yRKO than wt hosts. Indeed, IFN-yRKO
recipients should be unable to upregulate MHC expression in the presence of IFN-y
secreted by alloreactive donor T cells. How can we reconcile that line of reasoning
with the fact that GVHD is more severe in IFN-yR-deficient relative to wt recipients?
We envisioned two explanations: either the effect of IFN-y on MHC expression is
redundant, or upregulation of MHC expression on host cells is not required for

induction of acute GVHD.

To evaluate the merit of our two hypotheses, we examined expression of MHC
molecules on host cells and granule exocytosis of donor CD8 T cells. When
compared to syngeneic hosts, allogeneic wt recipients showed conspicuous
upregulation of MHC molecules in the liver and intestine on day 8 post-
transplantation (Figure 2A,B). While upregulation of MHC I was widespread, that of
MHC II was limited to bile ducts and the intestinal submucosa. In IFN-yRKO hosts,
we found no upregulation of MHC II and no, or at most marginal, upregulation of
MHC I (Figure 2A,B). Thus, the major MHC upregulation in GVHD was virtually
IFN-y-dependent. Of note, we could not assess MHC expression on host cells in the

spleen or other lymphoid organs because they had already disappeared by day 4.
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Lamp-1 (CD107a) is transiently expressed at the cell surface of CD8 T cells after
degranulation' and was used here as a surrogate marker of granule exocytosis by
infiltrating CD8 T cells. Donor T cells that encounter host MiHAs are initially
sequestered in the lymphoid tissues, particularly in the spleen, expand locally, and
then re-enter the circulation several days later and infiltrate extra-lymphoid tissues.”’
When compared with syngeneic hosts, donor CD8 T-cell degranulation in allogeneic
recipients was clearly increased in the spleen on day 4 (Figure 2C,D), but not in the
liver and intestines on day 8 (Figure 2C). We present data obtained on day 8 for the
liver and intestine because almost no CD8 T-cell infiltration was detected in the
intestine on day 4. Therefore, though wt hosts showed a dramatic IFN-y-dependent
upregulation of MHC expression in the liver and intestine (Figure 2A,B), the latter

had no discernible impact on in situ CD8 T-cell granule exocytosis (Figure 2C).

High IFN-y exposure and rapid T-cell activation in IFN-yRKO recipients

Since IFN-yRKO hosts do not provide cellular sinks for the IFN-y that is produced
during alloreactivity, we hypothesized that donor T cells might be exposed to higher
amounts of IFN-y in IFN-yRKO hosts. We indeed found that the amount of IFN-y in
spleen extracts from day 4 recipients was increased about twofold in IFN-yRKO
relative to wt hosts (Figure 3A). Discrepancy in levels of IFN-y in the two hosts was
not due to differential numbers (data not shown) or proportion (Figure 3B) of IFN-y-
producing T cells. Downregulation of the second chain of the IFN-y receptor (/fngr2)
transcription is a reliable indicator of IFN-y signaling in vivo.”> RT-PCR analyses

revealed that early post-transplant, the levels of Ifngr2 transcripts in donor T cells
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were lower in IFN-yRKO than wt hosts (Figure 3C). Thus, in IFN-yRKO recipients,
high levels of IFN-y correlated with decreased Ifngr2 mRNA in donor T cells. These
two coherent features were strictly early events. Discrepancies between IFN-yRKO
and wt hosts were found on day 4 but not day 8. Overall, these data support the
assumption that donor and host cells compete for IFN-y released in the extracellular
milieu. In IFN-yRKO hosts, donor T cells do not produce more IFN-y but are exposed

to higher levels of IFN-y because of lack of IFN-y binding by host cells.

Exposure to high levels of IFN-y was associated with a more rapid acquisition of
effector status by T cells, as evidenced by staining with 1B11 antibody (Figure 3D).
The 1B11 monoclonal antibody recognizes an isoform of CD43 whose expression is
induced on activated CD8 and CD4 T cells and correlates with effector function.”>**
As for Ifngr2 transcripts modulation, discrepancies between IFN-yRKO and wt hosts
were found on day 4 but not day 8 (Figure 3D). Effector T cells must upregulate
specific integrins to infiltrate nonlymphoid tissues. In line with this, 1B11" T cells
strongly expressed Very late antigen-4 (VLA-4), Lymphocyte function-associated
antigen 1 (LFA-1) and Lymphocyte Peyer’s patch adhesion molecule (L-PAM)
compared to their 1B11" counterparts (Figure 3E). Furthermore, almost all liver and
intestinal infiltrating CD8 T cells expressed 1B11 in both types of recipients (Figure

3F). Thus, donor T cells acquired more swiftly the ability to infiltrate nonlymphoid

tissues in IFN-yRKO, probably as a consequence of exposure to higher levels of IFN-

Y.
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Hematolymphoid reconstitution by donor cells is blocked in IFN-yRKO hosts

Lymphoid atrophy is a most important hallmark and lethal consequence of GVHD.?
We found that IFN-yRKO hosts developed a particularly severe lymphoid atrophy
(Figure 4). Spleen involvement was significantly more severe in IFN-yRKO
compared to wt hosts, both grossly (Figure 4A) and histologically (Figure 4B). On
day 8 and 15, splenocyte counts revealed a profound hypocellularity in [FN-yRKO
compared to wt recipients (syngeneic reconstitution is also shown for comparison)
(Figure 4C). Spleen hypocellularity reached a nadir on day 15 and involved all cell

subsets analyzed: CD4", CD8", CD11b" and CD19" (Figure 4D).

Donor hematopoietic cells were exposed to high concentrations of IFN-y in the spleen
(Figure 3A) and BM (Figure 4E) of IFN-yRKO hosts. Since IFN-y can induce BM
aplasia®, we therefore hypothesized that donor hematopoiesis might be hampered in
IFN-yRKO hosts. On day 15, BM cellularity in IFN-yRKO recipients was decreased
by about 5.6 fold compared with syngeneic and allogeneic wt recipients (Figure 4F).
This deficit affected both mature Lin~ (CD11b, Gr-1, CD11c, B220, Ter119, CD3e,
TCRP, TCRyS, NK1.1) cells and the immature LSK (Lin Sca-1"c-kit") cellular subset
(Figure 4G). We conclude that GVHD in IFN-yRKO dramatically hampered

hematolymphoid reconstitution by donor cells.

Failure of hematolymphoid reconstitution in IFN-yRKO hosts is IFN-y-

dependent
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Following hematopoietic cell transplantation, both the spleen and BM contribute to
hematopoiesis.”®*’ To determine whether failure of hematolymphoid reconstitution
by wt donor cells in IFN-yRKO hosts was IFN-y-dependent, we injected recipients
with neutralizing R4-6A2 anti-IFN-y antibody. One caveat of our approach is that
injected IgG reach much higher levels in the liver and spleen than in the BM.***’
Injection of anti-IFN-y antibody into IFN-yRKO hosts led to a 30-fold increase in
spleen cellularity compared with recipients that were given control-antibodies (Figure
5A). That effect was dose-dependent since increased spleen cellularity was less
dramatic in recipients injected with only 70% of the antibody dose (Figure 5A).
Neutralization of IFN-y also increased peripheral blood neutrophils, monocytes and
lymphocytes, and spleen LSKs (immature hematopoietic stem/progenitor cells)
(Figure 5C-E). Injection of anti-IFN-y antibody was also associated with a modest
increase in BM cellularity that failed to reach statistical significance (p=0.07) (Figure
5B). Thus, IFN-y neutralization corrected peripheral blood leukocyte counts and
improved hematolymphoid reconstitution. Differential biodistribution of IgG***

presumably explains why injection of anti-IFN-y antibody had a more significant

impact on LSK expansion in the spleen than in the BM.

FasL-dependent apoptosis and decreased donor cell proliferation are responsible

for spleen hypoplasia

We next explored the mechanisms by which IFN-y might exert its effects. Substantial
evidence suggests that in myeloablated recipients, GVHD-induced atrophy of

lymphoid organs is due to apoptosis of donor cells induced mainly, though not
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exclusively, by upregulation of FasL on alloreactive CD8 T cells.’**' Since
expression of FasL is upregulated by IFN-y*%, we hypothesized that lymphoid atrophy
in IFN-yRKO could be due to FasL-mediated apoptosis. This hypothesis was
supported by two observations. On day 15 all subsets of donor-derived splenocytes
(Ly5.2") showed increased proportions of apoptotic cells (Annexin V positive) in
IFN-yRKO compared to wt hosts (Figure 6A). Furthermore, RT quantitative PCR
demonstrated that FasL transcripts were increased to higher levels in donor CD8 T
cells obtained from IFN-yRKO relative to wt recipients (Figure 6B). No significant
FasL modulation was found in donor CD4 lymphocytes (data not shown). In order to
directly implicate the FasL/Fas pathway in IFN-yRKO hosts, an in vivo neutralization
assay was conducted. The anti-FasL. monoclonal antibody MFL4 specifically blocks
FasL/Fas interactions.”> We injected MFL4 antibody (or isotype matched control
IgG) at a dose of 500 pg on days 0, 3, 6, 8, 10 and 12 post-transplantation. On day 15,
spleen cellularity was assessed. In vivo FasL blockade increased spleen cellularity 1.8
fold in wt and 8.8 fold in IFN-yRKO recipients (Figure 6C-D). FasL induces
“bystander killing” of all Fas™ cells, and IFN-y upregulates Fas expression on all
leukocyte subsets. In accordance with that, no specific cellular subset (CD8", CD4",
CDI11b" or CD19") appeared to be disproportionally altered by FasL blockade (data
not shown). However, spleen cellularity was still lower in IFN-yRKO hosts injected
with anti-FasL antibody than in wt hosts injected with the isotype control antibody
(Figure 6C). We thus conclude that FasL.-mediated apoptosis of donor cells was only

partly responsible for spleen hypoplasia.
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IFN-y can have pleiotropic effects on cell proliferation.! Using Hoechst staining, we
found that the percentage of donor-derived splenocytes undergoing cell cycling was
lower in IFN-yRKO than wt hosts (Figure 6E) on day 15 post-transplantation. That
was true for all spleen cellular subsets except for the few CDI19" cells. This
discrepancy in cell cycling was already present on day 8 post-transplantation in CD8
T lymphocytes and CD11b" cells (data not shown). Overall, these data suggest that
the marked lymphoid atrophy in IFN-yRKO hosts involved two processes: FasL-

mediated apoptosis and inhibition of cell proliferation.

BM failure in IFN-yRKO hosts correlates with decreased proliferation of donor

hematopoietic stem cells

Donor-derived BM cells (Ly5.2") did not show an increased rate of apoptosis in IFN-
YRKO hosts (Figure 7A). The apoptotic rate of LSK stem/progenitor cells in IFN-
YRKO hosts was even inferior to that of LSK cells in wt recipients. Furthermore, in
vivo FasL blockade did not alter day 15 BM cellularity in either host types (Figure

7B). Thus, failure of donor hematopoiesis was not due to increased apoptosis.

After myeloablative conditioning, donor hematopoietic stem/progenitor cells must
undergo massive proliferation. In accordance with this, we found that on day 15, the
proportion of cycling LSK cells (but not mature Lin" cells) was increased about 3.5-
fold in wt recipients relative to untreated mice (Figure 7C). The key finding was that
the proportion of cycling LSK cells was significantly lower in IFN-yRKO than wt

hosts (Figure 7 C,D) The LSK compartment contains hierarchically related



80
subpopulations: FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) negative LSK (LSKF") cells
contain long-term and short-term reconstituting HSCs whereas LSKF" cells are
multipotent progenitors that have lost self-renewal potential.’* The higher number of
cycling cells in wt compared to IFN-yRKO hosts strictly involved LSKF ™ cells, that
is, the cell subset containing hematopoietic stem cells (Figure 7E). To gain further
insight into the mechanisms of BM failure in IFN-yRKO recipients, we used
quantitative RT-PCR to compare expression of 6 cell cycle related genes in three cells
subsets (LSKF, LSKF" and Lin" cells) from two groups of recipients (IFN-yRKO
and wt): Myc, Cendl, Ccnd2, Cdknla, Cdknlb and Cdc25a. None of the genes were
differentially expressed in LSKF" and Lin" cell subsets (data not shown). However,
two transcripts were downregulated in LSKF™ from IFN-yRKO relative to wt hosts:
Ccendl and Myc (Figure 7F). These results suggest that failure of donor hematopoiesis
was due decreased proliferation and downregulation of Ccndl and Myc specifically in

donor LSKF™ cells.
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Discussion

Upregulation of MHC expression on host epithelial cells is a hallmark of GVHD and
it is generally assumed that MHC upregulation plays a critical role in GVHD
pathophysiology.*> We report that IFN-y is responsible for MHC upregulation on host
parenchymal cells in acute GVHD. This finding is perfectly consistent with the key
role of IFN-y in regulating expression of cell surface MHC through induction of
MHC genes transcription and enhanced generation of MHC-binding peptides.’® If
upregulation of MHC on host cells was instrumental in GVHD pathophysiology, its
abrogation should mitigate GVHD severity. We found that, except for the intestine,
GVHD was equivalent or more severe in IFN-yR than wt recipients. These findings
are consistent with studies in MHC-mismatched strain combinations.®® Productive
interactions between CDS8 effector T cells and target cells lead to exocytosis of
cytotoxic granules containing perforin and granzymes. While we found clear
evidence of donor CDS8 T-cell granule exocytosis (as evidenced by cell surface
expression of CD107a) in the spleen of both recipient types, we detected no GVHD-
related accumulation of CD107a” CD8 T cells in the liver and intestine (Figure 3C).
Our data support the concept that the perforin-granzyme cytoxicity pathway is
dispensable for induction of target organs damage in acute GVHD. They also lead us
to conclude that, except perhaps for the intestine, upregulation of MHC expression on

host epithelial cells has no impact on acute GVHD severity.

Generation of effector phenotype CDS8 T cells occurred earlier in IFN-yRKO than wt

recipients (Figure 3). This is consistent with the recent demonstration that IFN-y



82
accelerates generation of effector T cells during viral infection.”” However, in our
GVHD model, this effect was transient and its biological impact may therefore be
limited. By contrast, two dramatic phenotypes affecting donor cells were associated
with exposure to high levels of IFN-y in IFN-yRKO recipients: lymphoid hypoplasia
and failure of donor hematopoiesis. GVHD is the main factor governing the pace of
immune reconstitution following allogeneic hematopoietic cell transplantation.*®
GVHD damages the thymic microenvironment and inhibits peripheral expansion of
postthymic mature T cells.*”****° Only a small percentage of mature T cells express
T-cell receptors that recognize host histocompatibility antigens. However, though
inhibition of mature T cell peripheral expansion in GVHD is initiated selectively by
host-reactive T cells, it affects both host-reactive and non-host-reactive donor T cells,
and therefore has a major global impact on the postthymic T-cell compartment.*~°
The host environment, and not an intrinsic T-cell defect, is primarily responsible for
the lack of T-cell expansion in GVHD. Thus, host-tolerant T cells fail to expand
properly when transferred into GVHD mice, but T cells obtained from animals
undergoing GVHD expand normally in thymectomized secondary syngeneic hosts.”>*’
In our model, neutralization of IFN-y and FasL coupled with cell cycle analyses
(Figures 5 and 6) revealed that lack of donor T-cell expansion in IFN-yRKO
recipients was IFN-y-dependent and involved two mechanisms downstream of IFN-y:
FasL-induced apoptosis and decreased T-cell proliferation. These observations are
congruent with the notion that upregulation of FasL and inhibition of T-cell

proliferation are typical effects of IFN-y signaling.’**'** Furthermore, they suggest

that IFN-y plays a dominant role in hampering T-cell peripheral expansion in GVHD.
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Failure of donor hematopoiesis was arguably the most striking phenotype observed in
IFN-yRKO hosts (Figure 4E,F and Figure 5C,D). Antibody mediated IFN-y
neutralization reversed blood cytopenias, restored spleen cellularity and expansion of
spleen LSKs but had only a modest effect on BM LSKs. This suggests that complete
correction of IFN-y-induced hematopoietic failure will probably require very high
doses of neutralizing anti-IFN-y antibody or development of pharmacologic IFN-y
inhibitors. Failure of donor hematopoiesis was not associated with increased
apoptosis of mature or immature hematopoietic cells. Hematopoietic failure in IFN-
YRKO hosts was associated with decreased proliferation of a specific cell subset:
LSKF  stem/progenitor cells (Figure 7 C-E). These LSK cells displayed
downregulation of two gene transcripts that promote cell cycling and that are

B4 Cendl and Myc. Why would hematopoietic

negatively regulated by IFN-y
stem/progenitor cells be particularly susceptible to the anti-proliferative effect of
IFN-y produced by alloreactive CD8 T cells? That might be explained by two factors.
First, LSK cells must undergo extensive proliferation in recipients of hematopoietic
cell grafts. Second, sites of posttransplantation LSK cell expansion (BM and

spleen”®?’

) are preferential sites of migration and proliferation of effector and
memory CD8 T cells.'*® Further studies are needed to understand how IFN-y may
hinder expansion of LSKF  stem/progenitor cells. Nonetheless, substantial evidence
suggests that production of IFN-y by CD8 T cells is responsible for acquired aplastic
anemia in humans.’ Thus, an IFN-y signature has been found in CD34 cells of
subjects with acquired aplastic anemia.” We therefore propose that IFN-y produced

by alloreactive donor T cells may be responsible for the frequent cytopenias of

obscure etiology found in patients with GVHD.* By causing failure of donor
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hematopoiesis and lymphopoiesis, we infer that IFN-y may entail a graft-versus-graft
reaction. If this conclusion is validated in human studies, manipulation of IFN-y
signaling might be invaluable for the treatment or prevention of GVHD-associated

cytopenias.
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Figure Legends

Figure 1. IFN-yYRKO hosts suffer early GVHD mortality. (A,.B) Weight
fluctuations and survival for wt syngeneic (blue), wt allogeneic (red) and IFN-yRKO
allogeneic (green) recipients (> 12 animals per group). The p value indicates the
difference between wt and IFN-yRKO hosts using the log-rank test. (C) Histological
changes associated with GVHD. Infiltration of hepatic portal tracts (pt) (200X
magnification) is shown as well as cutaneous dermal (d) and epidermal (e)
involvement (200X magnification). Representative sections of intestines and lung are
also shown (100X magnification). (D) Histopathological grading using a score of 0 to
4, evaluated blindly on a minimum of 3 mice per group. (E) Proportion of CDS§",
CD4" and CD11b" cells in donor leukocytes recovered from the liver, intestine and
lung tissue of at least 3 mice per group, from 3 independent experiments. In
histograms, data represent the mean and SD.* and *** indicate P values < 0.05 and <

0.001, respectively.

Figure 2. IFN-y signaling is necessary for MHC upregulation. Immunostaining for
MHC I (H2-D"), MHC II (I-A®) in the liver (A) (magnification 100X) and intestine
(B) (magnification 100X for H2-D° and 200X for I-A®) of syngeneic (wt) and
allogeneic (wt and IFN-yRKO) recipients on day 8 post-transplantation. Positive
staining is red for hepatic and brown for intestinal tissues. Biliary ducts (bd) and
intestinal sub-mucosa (sm) are indicated by arrows. Staining with isotype controls

was negative and omitted from the figure for clarity. One representative experiment
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of three is shown. (C) One representative set of data out of a minimum of 3 showing
CD107a expression on donor CD8 T lymphocytes from the spleen, liver and intestine.
No CD8-positive population could be detected in syngeneic hosts’ intestines on day 8
post-transplantation. (D) Proportion of CD107a" cells among CD8" T cells in the
spleen of syngeneic and allogeneic recipients. Histograms represent the mean and SD

for at least 3 mice per group, from 3 independent experiments. **P<0.01.

Figure 3. Exposure to high levels of IFN-y and rapid generation of effector CD8
T cells in IFN-yRKO recipients. (A) IFN-y levels in spleen extracts on day 4 (d4)
and 8 (d8) post-transplantation. (B) Proportion of IFN-y-positive CD4 and CD8 T
lymphocytes after short in vitro stimulation. (C) Expression of ifngr2 transcripts in
CD8 and CD4 T cells from wt and IFN-yRKO recipients. Data are normalized
relative to ifngr2 mRNA expression in CD8 and CD4 splenocytes from
unmanipulated donor-type (C3H.SW) mice. (A-C) Histograms represent the mean
and SD for at least 3 mice per group from experimental triplicates. (D) Percentage of
1B11" CD8 and CD4 donor T cells in the spleen on day 4 and 8 (n > 4/group from 4
different experiments, mean and SD). *P<0.05, **P<0.01 (A-D). (E) Expression of
of VLA-4, LFA-1 and L-PAM on IB11" and 1B11- CD8 T cells on day 4. (F)
Proportion of 1B11" cells among hepatic and intestinal infiltrating CD8 T cells on
day 8 post-transplantation. (E,F) Results were similar for wt (n = 4) and IFN-yRKO

(n = 4) recipients. One representative data set out of 4 wt recipients is shown. .
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Figure 4. Spleen and BM aplasia in IFN-yRKO hosts. (A) Picture showing the
spleen of a normal B6 mouse and the spleens of wt and IFN-yRKO recipients on day
15 post-transplantation. (B) Histological scoring (0 to 4) of spleen GVHD based on
criteria displayed in Table S1 (3 mice per group). (C) Spleen cellularity at three time
points (day 4, 8 and 15), in wt, IFN-yRKO as well as in syngeneic (C3H.SW) hosts.
(D) Numbers of CD8", CD4", CD11b" and CD19" cells in the spleen of wt and IFN-
YRKO recipients on day 15. (B-D) Histograms represent the mean and SD of at least
3 mice per group from 3 distinct experiments. (E) IFN-y levels in BM supernatants
harvested on day 4 (d4) and 8 (d8) post-transplantation. (F) BM cellularity on day 15
post-transplantation in syngeneic and allogeneic recipients. Absolute number of cells
per BM sample obtained from 1 tibia and 1 femur. (G) Absolute numbers of donor
Lin" and LSK cells in wt and IFN-yRKO hosts. (E-G) Histograms represent the mean
and SD of at least 3 mice per group from one representative experiment out of two.
Statistically significant differences between wt and IFN-yRKO hosts are shown.

*P<0.05, **P<0.01, ***P <0.001.

Figure 5. IFN-y neutralization corrects splenic atrophy and cytopenias

(A,B) Spleen and BM cellularity (on day 15) from 3 distinct experiments and
comparing 3 groups of mice: wt (n = 5), IFN-yRKO hosts injected with anti-IFN-y
antibody R4-6A2 (n = 9), and IFN-yRKO hosts injected with isotype-matched
immunoglobulins (IFN-yRKO without IFN-y neutralization) (n = 10). In (A) we also
show in light gray the spleen cellularity of 3 IFN-yRKO hosts injected with 70% of

the maximal dose of R4-6A2 antibody (n = 3). (C) Peripheral blood leukocyte counts
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in wt hosts (n=5), IFN-yRKO hosts with IFN-y neutralization (n = 5) and IFN-yRKO
hosts without IFN-y neutralization (n = 7), compiled from two separate experiments.
(D) Differential blood leukocyte counts. PMN stands for polymorphonuclear cells.
All biological replicates from (C) are represented by dots and the mean is indicated
by the bars. (E) Percentage of c-kit'/Sca-1" cells from the Lin™ fraction among day 15
splenocytes. On one mouse representative of at least 5 per group. (F) Numbers of
LSK cells per spleen in IFN-yRKO recipients; 3 mice per group, one representative
experiment out of two. All histograms represent mean and SD. *P<0.05, **P<0.01,

*#%kP<0.001.

Figure 6. Lymphoid atrophy in IFN-yRKO hosts is due to FasL-mediated
apoptosis and inhibition of cell proliferation. (A) Proportion of apoptotic cells in
the spleen on day 15 post-transplantation. Apoptotic cells were defined as Annexin
V-positive propidium iodine-negative cells (Ann V'/PI'). Mean and SD of at least 3
mice per group from one representative experiment out of two. (B) Day 8 FasL
transcripts in CD8 T cells from wt and IFN-yRKO hosts. Levels are expressed
relative to FasL transcripts found in unmanipulated C3H.SW CD8 T cells (arbitrary
level of 1). 3 mice per group from 3 independent experiments. Absolute cell numbers
(C) and relative increase (D) in spleen cellularity on day 15 post-transplantation after
injection of anti-FasL monoclonal antibody MFL4 (FasL neutralization +) or a
control antibody (FasL neutralization -) (7-9 mice per group). (E) Percentage of donor
cells in S/G2-M phases of the cell cycle on day 15 post-transplantation. Data
represent the mean and SD of at least 3 mice per group from one representative

experiment out of two. * P <0.05, ** P <0.01 and *** P <0.001.
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Figure 7. Decreased proliferation of hematopoietic stem/progenitor cells in IFN-
YRKO hosts. (A) Proportion of apoptotic elements among donor-derived Lin" and
LSK BM cells on day 15 post-transplantation. Three mice per group from one
representative experiment out of two. (B) BM cellularity in recipients injected with
anti-FasL. MFL4 antibody (FasL neutralization +) or a control antibody (FasL
neutralization -) (> 6 mice per group). (C) Representative Hoechst staining pattern of
donor Lin" and LSK cells in wt versus IFN-yRKO hosts on day 15 post-
transplantation. The Hoechst staining pattern of unmanipulated donor type (C3H.SW)
cells is shown as a control. Percentages represent the proportion of cycling cells
(phases S, G2-M). (D, E) Proportion of cycling Lin", LSK, LSKF and LSKF" cells
on day 15 post-transplantation (3 mice per group, from one representative experiment
out of two). (F) Levels of Ccndl and Myc transcripts in donor-derived LSKF ™ cells
sorted from the BM of wt and IFN-yRKO hosts on day 15. Levels are expressed
relative to the amount of transcripts in BM LSKF ™ cells from untreated C3H.SW mice
(arbitrary level of 1), using HPRT as an endogenous control. Histograms represent
the mean and SD for 3 mice per group from experimental triplicates. * and **

correspond to P values <0.05 and <0.01, respectively.
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Figure 3
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Figure 4
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Supplemental Table 1

Supplementary Table 1. Histopathological Scoring

Organs Features Scale Notes
Skin Epidermis Thickening Mild (0.5) 1-2 layers most of the field (40X)
Moderate (1) 2-3 layers most of the field (40X)
Significant(1.5) 3 layers or more most of the field
Epidermalcell Rare (0.5) Atleast 1 per 3 contiguous fields (40X)
apoptosis Occasional (1) Atleast 1 perd40X field
Frequent(1.5) 2 or more per field (40X)
Dermalinfiltrate (0.5)
Vascular congestion (0.5)
Liver Portaltriad infiltration | Mild(0.5)
Moderate (1)
Severe (1.5)
Sinuosidalinfiltration Rare-Patchy (0.5)
Frequent-Diffuse (1)
Parenchymaldamage Occasional (0.5)
(Hepatocyte orbiliary Diffuse (1)
duct apoptosis, Widespread (1.5)
sinuosidal dysarray)
Small Villous blunting Rare (0.5)
Intestine Frequent(1)
Inflammatoryinfiltrate | Mild(0.5)
Severe (1)
Crypt Infiltration (0.5)
Apoptosis (1)
Crypt cell hyperplasia Mild (0.5)
Severe (1)
Lung Perivascular Mild (0.5)
Inflammatory infiltate Moderate (1)
Severe (1.5)
Peribronchiolar Mild (0.5)
inflammatory infiltrate | Moderate (1)
Severe (1.5)
Bronchial and alveolar Rare (0.5)
obliteration/edema Frequent(1)
Spleen Focal white pulp infiltrates (1) Progressive scale
More than 50% of white or red
pulpinfiltration (2)
Effacement of splenic
architecture (3)
Fibroticreplacement (4)
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Abstract

Gene expression profiling of human donor T cells prior to allogeneic hematopoietic
cell transplantation (AHCT) revealed that expression of selected genes correlated
with the occurrence of graft versus-host disease (GVHD) in recipients. The gene with
the best GVHD predictive accuracy was SMAD3, a core component of the TGF-3
signaling pathway, whose expression levels vary over a 6-fold range in humans. The
putative role of SMAD3 in establishment of graft-host tolerance remained elusive.
We report that SMAD3-KO mice present ostensively normal lymphoid and myeloid
cell subsets. However, lack of SMAD3 dramatically increased the frequency and
severity of GVHD following AHCT into MHC-identical recipients. Lethal GVHD
induced by SMAD3-KO donors affected mainly the intestine and resulted from
massive tissue infiltration by T-bet” CD4 T cells and granulocytes that caused tissue
damage by in situ release of Thl cytokines and oxidative-nitrosative mediators,
respectively. Our report reveals the non-redundant roles of SMAD3 in development
of tolerance to the host, and the heretofore unrecognized contribution of granulocytes
to GVHD immunopathology. Furthermore, our data support the concept that SMAD3
levels in donor cells dictate the risk of GVHD and that SMAD3 agonists would be

attractive for prevention of GVHD.
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Introduction

After decades of intensive research, graft versus-host disease (GVHD) remains the
unrelenting nemesis of patients and physicians involved in allogeneic hematopoietic
cell transplantation (AHCT).' A better understanding of GVHD pathophysiology
could lead to a more widespread use of AHCT, an otherwise potent treatment for
hematologic malignancies and other less common diseases. GVHD is a complex
immunopathology that hinges on recognition of host alloantigens by donor T cells.*®
Importantly, although histoincompatibility between donor and recipient is necessary,
it is not sufficient to elicit GVHD. Of particular relevance, some donors are more
dangerous than others. Indeed, a comprehensive study of CD4 and CD8 T cells from
50 human donor-recipient pairs revealed that pre-AHCT gene expression profiling
segregates donors whose recipient suffered from GVHD or not.” The gene with the
best GVHD predictive accuracy was SMAD3. No AHCT recipients suffered from
GVHD when their donor cells expressed high levels of SMAD3 transcripts.” SMAD3
mRNA levels are stable over time in a given individual but present substantial
interindividual differences as they were found to vary over a 6-fold range in a cohort

of 397 subjects.”

Proteins of the SMAD family are homologous to proteins encoded by the C. elegans
gene Sma and the Drosophila gene Mad. SMAD?3 is one of the two “receptor-
SMADs” that transduce TGF- signals. TGF-p binds to two ubiquitously expressed
cell-surface receptors, TGF-BRI and TGF-BRII, both of which contain a
serine/threonine protein kinase in their intracellular domains. Once bound to TGF-p,

TGF-BRII recruits, binds, and transphosphorylates TGF-BRI, thereby stimulating its
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protein kinase activity.” In the canonical TGF-B pathway, the activated TGF-BRI then
recruits and phosphorylates the receptor-SMADs, SMAD2 and SMAD?3, which then
bind to the common SMAD4 or to TIF1y, accumulate in the nucleus and regulate the
transcription of TGF-P-responsive genes.'” Non canonical (SMAD-independent)
TGF-B pathways include various branches of MAP kinase, Rho-like GTPase and

phosphatidylinositol-3-kinase/AKT pathways'".

Constitutive TGF-B signaling is vital for maintenance of self tolerance in animals
with an adaptive immune system. Interruption of TGF-B signaling by TGF-B or TGF-
BR gene inactivation in mice rapidly leads to fatal autoimmunity.'*"® Given the key
role of SMAD3 in TGF-f signaling, it is logical to assume that differential expression
of SMAD3 should regulate responsiveness to TGF-f. Evidence suggests that prompt
response to TGF-B leads to immune tolerance whereas poor response leads to chronic
inflammation accompanied by over-secretion of TGF-B.'* In this context, the notion
that T cells from SMAD3" donors easily become tolerant to their host (do not induce
GVHD) could have considerable clinical relevance. It would allow selection of “low
risk donors” for AHCT and adjustment of the immunosuppressive regimens given to
the recipient according to the predicted risk of GVHD. Furthermore, given the
pervasive role of TGF-f signaling in autoimmune, neoplastic and infectious diseases,
the major inter-individual differences in SMAD3 expression could also be of more

general medical relevance.'>'®

However, although the importance of TGF-f signaling in self tolerance is well

established, the mechanistic link(s) between SMAD3 and the development of
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tolerance to the host following AHCT are not inherently obvious. Firstly, because
TGF-p has a multitude of effects on all subsets of immune cells.'® Secondly, because
TGF-p signals can be transduced in the absence of SMAD?3: they can be relayed by
the other receptor-SMAD (SMAD2) in the canonical pathway and by SMAD-
independent pathways.!' Finally, although SMAD3 has been implicated in the
regulation of T-cell activation,'”’® SMAD3-KO mice show no overt disease or
immune dysfunction when maintained in a Helicobacter-free environment.'” We
studied the role of SMAD3 in a mouse model of AHCT in which BALB.B hosts are
transplanted with hematopoietic cells from 129-strain donors. Similar to the most
common situation in human AHCT, BALB.B and 129 mice are MHC-identical (H2b)
but present multiple minor histocompatibility antigen differences. We report that
SMAD3 is dispensable for maintenance of self tolerance in mice maintained in a
pathogen-free environment, but is necessary for development of tolerance to the host
following AHCT. Thus, in a model where recipients of wild-type (WT) 129 cells
presented almost no GVHD, mice receiving grafts from SMAD3-KO littermate
donors developed a lethal intestinal GVHD. The protective role of SMAD3 depended
on cell intrinsic effects in both lymphoid and myeloid donor cells. In particular,
SMAD?3 suppressed Thl skewing of donor CD4 T cells and maintained colon

integrity by preventing neutrophil granulocyte infiltration and degranulation in situ.
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Methods

Mice

The following H2® mice were purchased from the Jackson Laboratory and housed
under specific pathogen-free conditions: C.B10-H2°LiMcd] (BALB.B), 129P3/J
(WT) and 129-Smad3™'"/J (SMAD3-KO). WT and SMAD3-KO donors were
littermates obtained through breeding of heterozygous parents. All work involving
mice was conducted under protocols approved by the Comité de Déontologie de

I’Expérimentation sur des Animaux from the Université de Montréal.

Flow Cytometry
Flow cytometry analyses were performed using antibodies from BD Biosciences or

. . . 20,21
eBioscience, as previously reported.””

T-cell proliferation and differentiation assays

Splenocytes were stained with anti-CD4, anti-CD8, anti-CD44, anti-CD62L and anti-
TCRp (BD Biosciences). Naive T-cells, sorted using a FACS Aria apparatus (BD
Biosciences), were defined as TCRB", CD4" or CD8", CD62L" and CD44". TCRp
CD8CD4 cells were also sorted, irradiated, and served as stimulators. In 96-well
plates, 40,000 CFSE-labelled (Invitrogen) naive T-cells were mixed with 250,000
stimulators and the specified amount of anti-CD3e (eBioscience), anti-CD28
(eBioscience) and TGF-B. For Th differentiation assays, the same initial steps were
performed but sorted cells were not CFSE-labelled. The following concentration of
Ab and cytokines were used for Thl skewing: IL-2 (5 ng/ml), IL-12 (10 ng/ml), anti-

IL-4 (10 pg/ml), anti-CD3e (3 pg/ml), anti-CD28 (3 pg/ml) and TGF-f at the
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indicated doses; for TReg skewing: IL-2 (20 ng/ml), TGF-B (2.5 ng/ml), anti-CD3¢ (4
pug/ml) and anti-CD28 (2 pg/ml); for Th17 skewing: IL-6 (30 ng/ml), IL-23 (20
ng/ml), TGF-B (2.5 ng/ml), anti-CD3¢ (4 pg/ml), anti-CD28 (2 pg/ml), anti-IL-4 (10

pg/ml) and anti-IFN-y (10 ug/ml). All cytokines were from Peprotec.

Methylcellulose assays and DHR detection

Mixed colony assays we performed in M3434 complete methylcellulose medium
(Stem Cell Technologies) as recommended by the manufacturer. Oxidative cytotoxic
potential of granulocytes was evaluated on freshly harvested whole BM. Cells were
stained with an anti-Gr-1 Ab and then incubated in PBS with 1 uM DHR (Invitrogen)
and 1000 U/ml of catalase (Sigma-Aldrich) for 5 min at 37 °C. Cells were then
washed and incubated with 250 ng/ml PMA for 15 minutes at 37 °C. After a final

wash, Gr-1" cells were analysed for DHR fluorescence by flow cytometry.

Transplantation procedure

Recipient BALB.B mice were lethally irradiated (850 rads) and transplantation of
BM and spleen cells was performed as previously described.”’ Mice weight and
general condition was surveyed every 2 days. In experiments requiring T-cell
depletion of BM cell suspension, anti-CD90 beads were used according to the

manufacturer recommendations (EasySep).
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Histology and immunohistochemistry
Tissues were fixed with 10% formalin and paraffin-embedded using standard
methods. Bone samples were fixed in the same conditions and decalcified in nitric
acid 5% with 1% urea for 3 days before paraffin embedding. Grading of colon GVHD
was performed according to Asavaroengchai et al. > Immunohistochemistry was
performed according to manufacturer recommendations on an immunostainer
(Discovery XT system, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). Anti-CD3e (1/50,
AbD Serotec), anti-Gr-1 (1/50, AbD Serotec), anti-F4/80 (1/50, AbD Serotec) or anti-
nitro-tyrosine (1/50, Abcam) antibodies were applied on 5 pm tissue sections.
Sections were then incubated with a specific secondary biotinylated antibody.
Streptavidin horseradish peroxidase, and 3,3-diaminobenzidine were used according
to the manufacturer’s instructions (Ventana Medical Systems) and sections were
counterstained with hematoxylin.

For the quantitative assessment of granulocyte infiltration and nitro-tyrosine”
cells, stained sections were scanned using the Hamamatsu Photonics's NanoZoomer®
Digital Pathology system and virtual slides were imported in Visiopharm Integrator
System (3.4.1.0) Microlmager "™ (Visiopharm). An automated sampling using a
meander X/Y stepping method with a 10X magnification was performed on every
scan in order to generate whole organ sections. Quantitative analysis using a Bayesian
classification method was then applied on all the samples to calculate the number of
positive cells and the total number of cells per image. A batch processing mode was
assessed on all X10 segmented images. Results were then exported in an Excel
(Microsoft Corporation) sheet report. To overlay the different stainings done on

consecutive sections, we used Adobe Photoshop CS3 software to photomerge
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individual sections into a whole organ image, and consecutive images were overlaid

and aligned to allow colocalization analyses.

Cytokine measurements

T helper cytokine signatures were assessed using the Cytokine Bead Array (BD
Biosciences) and analyzed with the FCAP Array software (Soft Flow Inc.). Raw
cytokine levels were normalized to the weight of the tissue of origin and are
expressed as pg/g of tissue. Levels of TGF-B, IL-10 and markers of inflammation
(TNFRI, TNFRII and L-Selectin) were evaluated using a custom made cytokine

detection array (Raybiotec) according to the manufacturers instructions.

Statistics
Survival curves were analyzed with the log rank test using GraphPad Prism v4.0
(GraphPad Software). Other data were analyzed with the Student’s ¢ test, with

significance determined at P < 0.05.
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Results

SMAD3-KO mice have normal hematopoietic and immune compartments

Relative to Smad3™" (WT) littermates, SMAD3-KO 129-strain mice maintained in
our specific pathogen-free facility have a slightly smaller size but have a normal
lifespan and show no overt signs of inflammation or autoimmunity, as previously
reported.”” WT and SMAD3-KO littermates presented no differences in spleen or
bone marrow (BM) cellularity (Supplemental Figure 1). The numbers of CD4 and
CD8 T-cells, NK cells, yd T cells and B cells were similar in spleen and mesenteric
lymph nodes of WT and SMAD3-KO mice. Also, the proportions of naive and
memory CD4 and CD8 T cells (defined by staining with Abs to CD44 and CD62L) as
well as mature monocytes and granulocytes were not affected by the lack of SMAD?3.
We conclude that under steady state conditions, SMAD3 deficiency has no

conspicuous effect on myeloid and lymphoid cell subsets.

SMAD3 regulates proliferation and T-bet expression in CD4 T cells

GVHD is initiated by donor T cells’® and TGF-B regulates T-cell activation.'®
Therefore, we first sought to evaluate the impact of SMAD3 on naive
(CD44"°CD62L™) T-cell subsets activated under standardized in vitro conditions. We
focused on naive T cells because they are much more potent inducers of GVHD than
memory T cells.” By analyzing FACS-sorted cells from WT and SMAD3-KO mice,
we were in a position to evaluate whether SMAD?3 had cell intrinsic effects on CD4
and CD8 T cell subsets. We first assessed proliferation of FACS-sorted and CFSE-
labeled CD4 or CD8 T cells stimulated with anti-CD3¢ and anti-CD28 Abs in the

absence or presence of TGF-B. Using the method of Gudmundsdottir er al.**, we
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estimated the fraction of cells that actually responded to the proliferative stimulus, the
number of daughter cell generated per responding cell (the burst size) and their
doubling time. SMAD3 had no effect on proliferation of CD8 T cells (Supplemental
Figure 2A-B). However, as expected”, SMAD3 decreased proliferation of activated
CD4 T cells, but only in the presence of TGF- (Figure 1A-B). TGF- decreased the
fraction of responding cells as well as their burst size and increased their doubling
time. However, the sole effect of TGF-f that was SMAD3-dependent was the
decrease in the proportion of responding CD4 T cells (Figure 1B). Similar findings
were obtained using a lower dose of soluble anti-CD3¢ (Supplemental Figure 2C).
The above data indicate that, in the presence of TGF-, SMAD3 is instrumental in
limiting the fraction of responding naive CD4 T cells, but does not have any non-

redundant effect on the proliferation kinetics of responding cells.

We next asked whether SMAD?3 influenced CD4 T-cell differentiation. We sorted
naive CD4 T cells from WT and SMAD3-KO mice and cultured them under Thl
skewing conditions. In the absence of TGF-, lack of SMAD3 did not influence T-bet
expression (Figure 1C). Addition of TGF-B to the Thl culture mix abrogated T-bet
upregulation in a dose- and SMAD3-dependent manner, and induced the expression
of FOXP3 (Figure 1D-F). This effect was more important in WT than SMAD3-KO
cells (Figure 1D-F). Furthermore, when naive CD4 T cells were cultured under Treg
skewing conditions, the proportion of FOXP3" elements was greater for WT than
SMAD?3-KO cells (Figure 1G). However, SMAD3 was dispensable for the expression
of RORyt in Th17 skewing conditions (Figure 1G). Collectively, these data show that

under standardized culture conditions, SMAD?3 had a cell autonomous influence in
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relaying TGF- signals to Thl and Treg master transcription factors. More
specifically, SMAD?3 repressed the expression of T-bet and favored that of FOXP3.
These initial observations suggest that SMAD3 deficiency can bias CD4 T-cell
differentiation toward a pro-GVHD state since Thl skewing is a cardinal feature of

acute GVHD whereas Treg cells suppress GVHD.*%?’

SMADZ3 limits polymorphonuclear neutrophil production and function in vitro

The BM of WT and SMAD3-KO mice contained similar numbers and proportion of
myeloid progenitors (Figure 2A and Supplemental Figure 1). However after culture
for 10 days in methylcellulose-based medium, BM cells from SMAD3-KO mice
yielded slightly more granulocytes and monocytes than WT cells (Figure 2B-C).
Addition of TGF-p to the cultures repressed by a factor of three to four the generation
of granulocytes and monocytes by WT hematopoietic progenitors, but had no effect
on SMAD3-KO progenitors (Figure 2B-C). Thus, in the presence of TGF-, SMAD3-
KO progenitors yielded about 5 times more monocytes and neutrophil granulocytes
than WT progenitors. These data show that SMAD?3 regulates granulocyte expansion
and is instrumental in TGF-B-dependent inhibition of myeloid cell colony growth. To
determine whether SMAD3 might impinge on the function of myeloid cells, BM cells
were stimulated with PMA and stained with dihydrorhodamine 123 (DHR).
Dihydrorhodamine oxidation to rhodamine by ROS is a reliable marker of the
neutrophil respiratory burst.”® We found that SMAD3-KO Gr-1" cells produced more
ROS than WT cells (Figure 2D). In summary, lack of SMAD3 increases the

generation of monocytes and neutrophils and the production of ROS by neutrophils.
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SMAD3-KO hematopoietic grafts cause lethal GVHD in an otherwise tolerant
model of AHCT
In order to measure the impact of SMAD3 deficiency on GVHD, we initially injected
10" BM cells along with 5 x 10° splenocytes from WT or SMAD3-KO littermate 129-
strain donors into lethally irradiated BALB.B recipients. Whereas 40 % of recipients
of WT cells were alive on day 150, all recipients of SMAD3-KO cells were dead by
day 30 post-transplantation (Figure 3A). The difference between WT and SMAD3-
KO cells was even more dramatic when the grafted inoculums contained only 5 x 10
splenocytes along with the BM cells. While WT grafts failed to induce clinically
discernible GVHD, SMAD3-KO cells led to lethal GVHD in all recipients (Figure
3B). In all cases, death was attributable to wasting (Figure 3C) associated with
diarrhea. These results unequivocally show that SMAD3 has a critical influence on
the rate of GVHD. In further experiments we used grafts containing 5 x 10°
splenocytes, mainly for two reasons: i) the kinetics of GVHD development in this
model better reflected human GVHD and, ii) we deemed the dichotomous outcome
(presence or absence of GVHD) to be more suitable to uncover the non-redundant

effects of SMAD3 on GVHD.

Histological analyses were performed on day 40, when 75% of recipients of SMAD3-
KO grafts were still alive but presented significant weight loss relative to other
groups (Figure 3C). We found no lesions in the skin and lungs, and only mild
changes in the liver (portal infiltrates) and spleen (disrupted architecture)
(Supplemental Figure 3). However, a severe colitis was present in recipients of

SMAD3-KO grafts, with inflammation involving the mucosa, submucosa, the wall
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and even the pericolonic fat (Figure 3D-E). Hence, in recipients of SMAD3-KO
grafts, GVHD affected mainly the colon. Recipients of WT grafts displayed mild
histologic signs of colitis that did not cause diarrhea, weight loss, and did not impinge
on survival (3B-E). The pattern of organ involvement did not change at later time
points (Supplemental Figure 3B). To better evaluate the inflammatory state of the
colon, we collected colon extracts from recipients at day 40 and assessed the levels of
pro-inflammatory markers and immunosuppressive cytokines. In recipients of
SMAD3-KO cells, the colon contained high quantities of TNFR1, TNFRII and L-
selectin compared to recipients of WT grafts, further supporting the presence of an
ongoing inflammatory process in the colon (Figure 3F). However,
immunosuppressive cytokines IL-10 and TGF-3 were found in similar amounts in the

two groups of AHCT recipients.

SMAD3 deficiency in both lymphoid and myeloid donor cells contributes to
lethal GVHD

To elucidate the mechanisms of colon GVHD induced by SMAD3-KO donor cells,
we first characterized colonic leukocyte infiltrates. Tissue slides prepared from colons
at day 40 post-transplantation were stained for CD3e, F4/80 and Gr-1 in order to
identify T-cells, macrophages and granulocytes, respectively. All three cell types
were more abundant in recipients of SMAD3-KO than WT grafts (Figure 4A).
Further characterization of the T-cell infiltrates using flow cytometry after enzymatic
digestion of the large intestine revealed that they consisted essentially of CD4 T cells.
We found no differences in numbers of CD8 T cells, which were nearly absent, in the

colon of recipients of WT or SMAD3-KO grafts. However, we observed a 12-fold
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increase in the number of colon CD4 T cells in recipients of SMAD3-KO vs. WT
grafts (Figure 4B-C). Monocytic (CD11b'/Gr-1") and granulocytic (CD11b"/Gr-1")
myeloid cells were more abundant in the colon of recipients of SMAD3-KO grafts.
The relative difference in granulocyte numbers between WT and SMAD3-KO
transplant recipients was almost 8-fold, whereas it was only 2-fold for monocytic
infiltrating cells (Figure 4B-D). Taken together, these results demonstrate that the
severe colon GVHD observed in recipients of SMAD3-KO grafts is associated with

abundant leukocyte infiltrates containing mainly CD4 T cells and granulocytes.

In humans, the presence of neutrophils in gastrointestinal tract cellular infiltrates
correlates with severe GVHD.?’ However, we ignore whether neutrophil infiltrates
simply correlate with or contribute to severe intestinal GVHD. To address this
question we carried out another set of transplantations using mixed WT and SMAD3-
KO grafts. Splenocytes from either WT or SMAD3-KO mice were admixed to T-cell
depleted BM from WT or SMAD3-KO donors. As expected, almost all mice
transplanted with WT BM and splenocytes survived while recipients of SMAD3-KO
BM and splenocytes suffered lethal GVHD (Figure 4E). The notable finding is that
mice that received mixed grafts (in which only the BM or the spleen cells were from
SMAD3-KO donors) had an intermediate outcome with around 50% of hosts living
beyond day 125 post-transplantation. These results demonstrate that some cells
present in T-cell depleted BM (non-T cells) contributed to GVHD. Lack of SMAD3
in either T-cell replete splenocytes or T-cell depleted BM cells of 129-strain donors

was sufficient to induce GVHD of intermediate severity in allogeneic BALB.B hosts.
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However, absence of SMAD3 in both T and non-T cells was necessary to elicit the

most severe form of GVHD.
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T-cell activation and Th1 bias in recipients of SMAD3-KO grafts
Our in vitro studies suggested that SMAD3-KO CD4 T cells were intrinsically biased
toward generation of Thl responses (Figure 1D-E). We therefore asked whether a
Th1 bias would emerge in our GVHD model. Using a Th1/Th2/Th17 Cytokine Bead
Array, we measured 7 cytokines in supernatants of colon extracts harvested on day 40
post-AHCT. No significant differences were found between recipients of WT or
SMAD3-KO grafts regarding the levels of IL-2, IL17A and IL-10 (Figure 5A).
However the colon of recipients of SMAD3-KO grafts contained more IFN-y (2.7-
fold), less IL-4 (1.6-fold) and more TNFa (5.8-fold). They also contained more IL-6
(4.8-fold), though the difference failed to reach statistical significance (P = 0.06)
(Figure 5A). This cytokine signature, and in particular the presence of a higher
concentrations of the Thl cytokines IFN-y and TNFa, correlated with an increased
number of T-bet” CD4 T cells in the colon of recipients grafted with SMAD3-KO
cells (Figure 5B-C). Also, CD43i, an isoform of CD43 that is specifically expressed

3931 Wwas present on a large proportion of SMAD3-KO CD4 T cells

on effector T cells,
in colonic infiltrates on day 40 (Figure 5D). Thl skewing in the colon was an early
event. Indeed, accumulation of T-bet” CD4 T cells was detectable as early as day 20
post-transplantation (Figure 5E-F), before most hosts developed signs of disease.
Notably, in contrast to what our in vitro assays suggested, (Figure 1E-F), the increase
in T-bet expression in SMAD3-KO cells was not associated with a decreased
proportion of FOXP3" CD4 T cells (Figure 5G). Together, these results show that
colon GVHD in recipients of SMAD3-KO grafts was initiated as early as day 20

post-transplantation and correlated with in situ accumulation of Thl-biased CD4 T

cells.
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We next sought to determine whether accumulation, activation and Thl skewing of
SMAD3-KO CD4 T cells in the colon resulted from a localized or systemic process.
On day 40, we detected in the spleen and lymph nodes a higher proportion of
activated (CD43i") CD4 T cells when donors were SMAD3-KO than WT
(Supplemental Figure 4A). However, this was not accompanied by an increased
frequency of T-bet” CD4 T cells nor by increased levels of IFN-y (Supplemental
Figure 4B-C). We conclude that the Thl response of SMAD3-KO CD4 T cells
infiltrating the colon is a local phenomenon that would have been missed by studies

limited to lymphoid organs.

SMAD3 deficiency leads to enhanced myelopoiesis and systemic accumulation of
granulocytes that undergo granule exocytosis in the colon

Three findings prompted us to evaluate the role of SMAD3-KO myeloid cells in
GVHD: 1) the cell intrinsic effect of SMAD3 on granulocyte production and function
(Figure 2), i1) the dependence of GVHD on donor cells that were not mature T cells
(T-cell depleted SMAD3-KO BM) (Figure 4E), and ii1) the conspicuous infiltration of
the colon by SMAD3-KO granulocytes during GVHD (Figure 4A-D). On day 40
post-AHCT, the BM of mice grafted with SMAD3-KO cells was more cellular than
that of WT graft recipients (Figure 6A). Higher magnification revealed accumulation
of myeloid cells, and particularly mature neutrophils. Accumulation of neutrophils
was also conspicuous in the spleen and the mesenteric lymph nodes of SMAD3-KO
graft recipients (Figure 6B-C). Granulocytic infiltration in secondary lymphoid

organs was also discernible on day 20 post-transplantation, before it became
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conspicuous in the colon (Figure 6D-E). This suggests that granulocytic infiltration is

a widespread early event rather than a consequence of severe colon inflammation.

Is infiltration of the colon by SMAD3-KO granulocytes an innocent bystander or a
causative mechanism in GVHD-induced tissue damage? On one hand accumulation
of granulocytes in recipients of SMAD3-KO grafts was widespread and not limited to
the colon. On the other hand, Th1 differentiation of CD4 T cells was localized to the
colon (Figure 5) and the prototypical Thl cytokine, IFN-y, promotes neutrophil
production of ROS that results in tissue damage®> Granule exocytosis increases cell
surface expression of CD11b.>> Therefore, the more intense CD11b staining on
SMAD3-KO relative to WT granulocytes in the colon of AHCT recipients, argued in
favor of in situ degranulation (Figure 7A-B). Granulocytes release NO and nitro-
tyrosine, an end-product of the NO-mediated cascade, can serve as a marker of
oxidative damage.’* Nitro-tyrosine staining of colon tissue sections revealed more
numerous nitro-tyrosine-positive cells in recipients of SMAD3-KO vs. WT grafts
(Figure 7C-D). In order to evaluate more precisely the relationship between
infiltrating granulocytes and nitro-tyrosine positive events, we performed
stereological analyses of digital tissue sections using the Visiopharm Integrator
System Microimager™. Consecutive tissue sections were stained for Gr-1 and nitro-
tyrosine (Figure 7C-D), and co-localization was assessed using the Visiopharm and
Photoshop softwares. Remarkably, most nitro-tyrosine positive cells were in the close
vicinity of Gr-1" cells (< 30 pixels) in recipients of SMAD3-KO but not WT grafts

(Figure 7E). Collectively, these data strongly suggest that, in recipients of SMAD3-
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KO grafts, tissue damage is caused at least in part by neutrophil-mediated oxidative

and nitrosative stress.
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Discussion

Continuous TGF-B signals transduced mainly by receptor SMADs (SMAD2 and
SMAD3) are essential for maintenance of self-tolerance.'®> We confirmed that
SMAD3-KO mice do not present spontaneous inflammation or immunopathology, at
least when housed in a specific pathogen-free environment.'® This suggests that under
steady-state, SMAD3 is dispensable. However, we found that when used as AHCT
donors, SMAD3-KO mice elicit much more severe GVHD than WT donors. Thus,
under conditions of immune stress, SMAD3 is necessary (and therefore SMAD?2 is
not sufficient) for development of tolerance to host. This observation is consistent
with evidence that SMAD2 and SMAD3 have non-redundant effects and are
regulated differently.’® For instance, insulin-like growth factor-I downregulates TGF-
B signaling by suppressing phosphorylation of SMAD3 but not SMAD?2.
Furthermore, evidence suggests that SMAD3 has a predominant role in regulation of
T-cell activation versus tolerance.'””'® Accordingly, we have recently shown (MG et
al., unpublished observation) that upon TCR stimulation, SMAD3 (but not SMAD2)
phophorylation rapidly decreases, suggesting that SMAD?3 inhibition is functionally

related to the earliest steps of T-cell activation.

SMAD3-KO mice did not exhibit the severe phenotype associated with absence of
TGF-B or TGF-BRII since lack of SMAD?3 in donor cells did not perturb all processes
regulated by TGF-B in immune cells. Thus, although TGF-f} regulates activation and
differentiation of all T-cell subsets,'® lack of SMAD3 impinged on CD4 but not CD8
T cells. This finding is coherent with the constitutive phosphorylation (activation) of

SMAD?3 in CD4 but not CD8 T cells.*® We found no difference in IL-17 levels in the
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colon of mice that received SMAD3-KO or WT allogeneic cells. This suggests that
Th17 cells are not responsible for the severity of GVHD induced by SMAD3-KO
cells. Also, the proportion of colon infiltrating CD4 T cells that expressed FOXP3
was similar in recipients of SMAD3-KO and WT grafts, showing that SMAD3
deficiency does not hinder induction or recruitment of FOXP3" cells. However, we
cannot rule out the existence of functional differences in FOXP3" cells from WT vs.
SMAD3-KO donors. A key conclusion is that GVHD immunopathology in recipients
of SMAD3-KO grafts was orchestrated by both CD4 Thl cells and myeloid effectors,
mostly granulocytes. Our in vitro studies revealed that SMAD3 had cell autonomous
effects on CD4 T cells and myeloid cells, especially granulocytes. Nonetheless, Th1
CD4 responses and granulocyte-induced tissue damage may synergize in vivo: Thl
cytokines promote neutrophil infiltration and degranulation, and neutrophils induce

T-cell extravasation and activation in inflamed sites.’’

Substantial evidence suggests that Thl, Th2 and Th17 CD4 T cells preferentially
affect different tissues and organs in GVHD, and that intestinal damage is mediated
primarily by Thl cells.*®* Indeed, the two prototypical Thl cytokines, IFN-y and
TNF-a, directly perturb epithelial homeostasis during intestinal mucosal
inflammation, by modulating B-catenin signaling.*® Of direct relevance to our report,
two different murine GVHD models have shown that IFN-y-receptor deficient
recipients are protected from intestinal disease.’*' Furthermore, since IFN-y
interferes with TGF-f signaling, its production by Th1 cells infiltrating the colon may
further hinder TGF- signaling in SMAD3-deficient cells. Hence, the Thl bias of

SMAD3-KO CD4 cells may explain why SMAD3-KO grafts induced mainly
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intestinal GVHD. In a more general perspective, our data dovetail well with the
notion that the TGF-B pathway is ancestrally related to the regulation of mucosal
immunity in the gut and that several models of autoimmune colitis hinge on TGF-3

signaling and Th1 skewing.*

GVHD is seen primarily as a T-cell mediated immunopathology in which neutrophils
have rarely been considered as important effectors, even though their presence
correlates with severity of gastro-intestinal GVHD in humans.” Evidence reported
herein that SMAD3-KO granulocytes had a prominent role in mediating tissue
damage in the intestines is therefore of particular interest. We found that SMAD3
deficiency led to massive infiltration of the colon by granulocytes that caused tissue
damage following in situ degranulation. Moreover, AHCT with mixed graft revealed
that SMAD3 deficiency in donor myeloid cells contributed to GVHD lethality. In our
model, GVHD was initiated by CD4 Thl cells. CD4-mediated GVHD 1is not
dependent on cognate interactions between CD4 T cells and host epithelial cells.***
CD4-mediated GVHD is therefore presumed to depend on cytokines and perhaps on
innate immune cells whose nature and precise interplay remained ill-defined.'*> Our
data suggest that, in concert with Thl cells, granulocytes may play an important role
in GVHD immunopathology. This concept is consistent with growing evidence that
in jawed vertebrates, granulocytes have acquired molecules that allow interactions
with T cells (reviewed in 7). For instance, neutrophils attract and activate T cells by
secreting chemokines and IL-12. In turn, Thl cytokines enhance the antigen-

presenting and effector functions of neutrophils via several mechanisms including

upregulation of MHC II molecules, acquisition of dendritic cell features, and release
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of oxidative/nitrosative mediators. Relatedly, a recent study in RAG-deficient mice
showed that together with monocytes, neutrophils could mount a T-cell-independent
response to allogeneic nonself.*’ In accordance with the current surge of interest in
interactions between granulocytes and other innate and adaptive immune cells,*® we
therefore propose that the role of granulocytes in GVHD should be the subject of
future experimental studies. Notably, studies investigating the role of neutrophils in
immunity would benefit greatly from the generation of mouse mutants allowing

neutrophil-specific conditional gene deletion.

In conclusion, several points can be made from the data presented herein. First, they
support the concept that interindividual differences in SMAD3 expression are
clinically significant and more specifically that SMAD3 levels in donor cells regulate
the risk of GVHD.”® Second, they show that in situations of intense immune stress
(AHCT), SMAD?3 has a non-redundant role in the functional regulation of Th1 cells
and granulocytes. Third, they provide strong evidence that granulocytes can play a
pivotal role in GVHD immunopathology. Finally, our work suggests that SMAD3
agonists could be very effective in prevention of GVHD, and in particular intestinal

GVHD, the most dreadful form of the disease in humans.*”*®

We speculate that one
attractive strategy for GVHD prophylaxis might hinge on modulation of the
commensal gut microbiota of AHCT recipients through oral administration of
probiotics. Indeed, administration of probiotics such as Bifidobacterium breve

upregulates SMAD3 expression in humans, and upregulation of SMAD3 in the gut

was found to have a protective effect in other models of enteritis.*”® Oral
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formulations of probiotics are relatively innocuous and might therefore hamper

intestinal GVHD without causing systemic immunosuppression.
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Figure Legends

Figure 1. SMAD3 modulates CD4 T-cell proliferation and T-bet expression. (A)
One representative histogram showing the CFSE profile of CD4 T cells from WT or
SMAD3-KO mice. FACS-sorted naive CD4 T cells (CD44°CD62L") were left
unstimulated (Ctrl) or were stimulated with anti-CD3¢ (1 pg/ml) and anti-CD28 (5
ug/ml) in the absence or presence of TGF-B (2.5 ng/ml) for 72 h. (B) Based on the
number of cells in each division peak (as determined by CFSE-labeling intensity), we
calculated the number of responding cells, their doubling time and the number of
daughter cell generated per responding cell (4 independent experiments). (C-F) Naive
CD4 T cells were cultured under Thl skewing conditions. (C) The percentage of T-
bet' cells was evaluated by intracellular staining and flow cytometry analysis (3 to 9
independent experiments). (D) One representative staining for T-bet and FOXP3 in
CD4 T cultured for 72 h in the presence or absence of TGF-f. (E-F) Mean percentage
of CD4" cells expressing T-bet or FOXP3 after culture for 72 h in the presence of
various concentration of TGF-B (3 to 5 independent experiments). (G) Percentage of
CD4 T cells expressing FOXP3 or RORyt following culture for 72 h under Treg or
Th17 skewing conditions, respectively (4 independent experiments). All histograms
represent the mean and SEM. For all comparisons, differences were assessed using a

2-tailed paired Student’s ¢ test). * = P <0.05, ** = P <0.01.

Figure 2. SMAD3 limits polymorphonuclear neutrophil production and
function. (A) Phenotypic analysis of BM cells harvested from WT and SMAD3-KO
littermates (n = 5). LSK are Sca-1" and c-kit" but negative for the following lineage
markers: CD3g, B220, Gr-1, CD11b, Ter119, CD11c, NK1.1 and TCRyd). Common
myeloid progenitors (CMP) are LinSca-1¢c-Kit"CD34'CD16/32". Granulocyte-
monocyte progenitors (GMP) have the same phenotypic profile as CMP but express
high levels of CD16/32. (B) Granulocyte (CD11b"/Gr-1") and (C) Monocyte
(CD11b"/Gr-1") counts harvested after culture for 10 days in methylcellulose-based
medium in the absence or presence of exogenous TGF-f (10 ng/ml) (n = 5

independent experiments) (D) DHR mean fluorescence intensity (MFI) of Gr-1" cells
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after brief PMA stimulation (n = 4). All histograms represent the mean and SEM.
Statistical differences according to the 2-tailed paired ¢ test are shown by asterisks; *

=P <0.05, **=P<0.01.

Figure 3. SMAD3 deficiency leads to lethal colonic GVHD. (A) Survival curve of
BALB.B recipients after injection of 10’ BM cells and 5 x 10° splenocytes from
syngeneic (BALB.B) or allogeneic WT or SMAD3-KO 129-strain donors. (B-F)
Same as in (A) except that the number of splenocytes was 5 x 10°. (B) Survival curve
and (C) average weight (with SEM) for surviving mice (at least 10 mice per group).
(D) Representative photographs of colon involvement at day 40 in recipients of WT
or SMAD3-KO AHCT (0.25 mm scale unit). Virtual slides were scanned with the
NanoZoomer 2.0 series system and acquisition software NDP.scan 2.2.17
(Hamamatsu Photonics) using a 40X objective lens. (E) Pathological grading of large
bowel GVHD (n=8). (F) Relative quantity (compared to internal positive control) of
cytokine/marker in colon extracts at day 40. Data are expressed as relative
chemiluminescence as described in the method section (n = 3). All histograms
represent means with SEM. Student’s ¢ test was used to compare differences between

recipients of WT and SMAD3-KO donors; * = P <0.05.

Figure 4. SMAD3 deficiency in both T and non-T cells contributes to lethal
GVHD. (A) Representative photographs of colon sections stained with anti-CD3g,
anti-F4/80 and anti-Gr-1 (100 um scale unit). Virtual slides were scanned with the
NanoZoomer 2.0 series system and acquisition software NDP.scan 2.2.17
(Hamamatsu Photonics) using a 40X objective lens. (B) One representative plots of
CD8/CD4 and Gr-1/CD11b staining of colon cells and (C) mean percentages of CD4"
and CD8" cells and (D) of granulocytes (CD11b"/Gr-1") and monocytes (CD11b"/Gr-
1) among the live gate. All histograms represent means with error bars representing
SEM. Statistical analyses were performed with Student’s ¢ test * = P < 0.05. (E)
Splenocytes from either WT or SMAD3-KO mice were admixed to T-cell depleted
BM from WT or SMAD3-KO 129-strain donors and injected into BALB.B
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recipients. Survival curves were analyzed using the log rank test. Survival of mice
that received mixed grafts (in which only the BM or the spleen cells were from
SMAD3-KO donors) was better than for recipients of SMAD3-KO graft (P < 0.05),
but worse than for recipients of WT graft (P < 0.05).

Figure S. T-cell activation and Th1 bias in recipients of SMAD3-KO grafts. (A)
Cytokine Bead Array analysis of colon extracts on day 40 post-AHCT (n = 5). (B,C)
Percentage of T-bet” CD4 T cells among live cells on day 40. (B) One representative
contour plot; (C) mean percentage and SEM for 5 mice per group. (D) Mean
percentage of CD43i" CD4" T cells among live cells from colon extracts on day 40
post AHCT (n = 7). (E) One representative contour plot showing co-staining for CD4
and T-bet on day 20. (F) Percentage of CD4" cells and of CD4 T-bet cells among
live cells extracted from the colon on day 20 (n = 8). (G) Percentage of colon CD4 T
cells expressing FOXP3 on day 20 and 40 post-AHCT. Statistical analyses were
performed with Student’s ¢ test (* = P < 0.05, ** = P <(.01).

Figure 6. SMAD3 deficiency leads to systemic accumulation of granulocytes in
AHCT recipients. (A) Representative images of day 40 BM at 2 magnifications
(2.5X: 0.25 mm scale unit and 40X: 20 pm scale unit. Virtual slides were scanned
with the NanoZoomer 2.0 series system and acquisition software NDP.scan 2.2.17
(Hamamatsu Photonics) using a 40X objective lens. (B) Representative contour plots
(spleen) and (C-E) overall percentages (mean and SEM) of granulocytes
(CD11b"/Gr-1") in the spleen and mesenteric lymph nodes (C) on day 40 (n= 12 and
5, respectively) and (D) on day 20 (n= 8 and 5, respectively) post-AHCT. (E) Mean
percentage of granulocytes (CD11b"/Gr-1") in the colon on day 20 post-AHCT (n=
6). Statistical analyses were performed with Student’s # test (* = P < 0.05).

Figure 7. SMAD3-KO granulocytes cause tissue damage in the colon. (A)

Representative CD11b staining and (B) average CD11b geometric mean fluorescence
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intensity of granulocytes extracted from the colon of AHCT recipients on day 40
(mean and SEM, n = 9). (C) Representative images were taken from virtual slides that
were scanned with the NanoZoomer 2.0 series system and acquisition software
NDP.scan 2.2.17 (Hamamatsu Photonics) using a 40X objective lens. Analysis of
positively stained cells (green) was done using Visiopharm Integrator System
(3.4.1.0) Microlmager (Visiopharm) software. Overlay analysis of consecutive tissue
sections stained for Gr-1 or nitro-tyrosine were photomerged and analyzed using the
Adobe Photoshop CS3 software. (D) Percentage of Gr-1" and nitro-tyrosine” cells
(mean and SEM n = 3, 10 fields at a 20x magnification) (E) Percentage of nitro-
tyrosine positive cells that are adjacent to granulocytes (< 30 pixels). Statistical

analyses were performed with Student’s ¢ test (* = P < 0.05, *** = P <0.001).
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Figure 2
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Figure 7
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Supplemental Figure 1. SMAD3-KO and WT mice present no differences in hematopoietic and lymphoid cell subsets. (A) Mean BM
cellularity (2 tibiae and 2 femurs). (B) Percentage of granulocytes (CD11b%/Gr-1%) and monoceytes (CD11b¥/Gr-17) in the BM. (C) Spleen
cellularity. (D) Percentage of CD4 and CD8 cells in the spleen and (E) proportion of naive(CDB2L/CD44"), central memory (CD62LT/CD44™)
and effector memory {CDGZL';’CD{MJ'J subsets. (F) Percentage of granulocytes and monocytes in the spleen. (G) Percentage of CD1 gt B
lymphocytes) TCR\r{")+ and NK (DX5"/TCRP") cells in the spleen. (H-J) Proportion of lymphoid cell subsets in mesenteric lymph nodes. All
histograms represent the mean and SEM for 4 to 9 mice per genotype
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Supplemental Figure 2. Effect of SMAD3 genotype and TGF-# on T-cell proliferation. (A) Effect of low dose (0.7 ng/ml} and (B) high dose
(1 ng/ml) of soluble anti-CD3¢ and anti-CD28 (5 wg/ml) on sorted naive CD8 T cells from either WT or SMAD3-KO mice. (C) Effect of low dose
soluble anti-CD3¢ (0.1 pug/ml) with anti-CD28 (5 ng/ml) on proliferation of naive CD4 T cells from either WT or SMAD3-KO mice. TGF-p was
added to cell cultures at a concentration of 2.5 ng/ml where indicated. Histograms represent the mean of 4 independent experiments and error
bars represent the SEM. Intragenotype and intergenotype differences were evaluated by the Student’s t test. All significant differences are
shown (=P < 0.05 and **=P < 0.01).
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Supplemental Figure 3
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Supplementary Figure 3. Histological examination of mouse organs. (A} Representative photographs of skin, lung, liver, spleen and
small intestine at day 40 post-AHCT obtained from recipients of either WT or SMAD3-KO grafts (at least 3 animals per condition) and (B)
representative photographs of the same organs plus colon in recipient of SMAD3-KO grafts at day 60 (at least 3 animals). (20X objective,
100 um scale unit).
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d 20 and d 40 post-AHCT (n = 5). (C) IFN-y concentration in spleen extracts on d 20 and d 40 post-AHCT (n = 5). Histograms
represent the mean and SEM. Statistics performed with Student's t test (*=P < 0.05, **=P < 0.01).
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Abstract

TGF-f is a ubiquitous cytokine that plays a pivotal role in the maintenance of self-
tolerance and prevention of immunopathologies. Under steady-state conditions, TGF-
B keeps naive T cells in a resting state and inhibits Th1 and Th2 cell differentiation.
Since rapid generation of Thl and Th2 effector cells is needed in response to
pathogen invasion, how do naive T cells escape from the quiescent state maintained
by TGF-B? We hypothesized that stimulation by strong TCR agonists might interfere
with TGF-B signaling. Using both primary mouse CD4" T-cells and human Jurkat
cells, we observed that strong TCR agonists swiftly suppress TGF-f} signaling. TCR
engagement leads to a rapid increase in SMAD7 levels and decreased SMAD3
phosphorylation. We present evidence that TCR signaling hinders SMAD?3 activation
by inducing recruitment of TGF-B receptors in lipid rafts together with inhibitory
SMAD?7. This effect is dependent on PKC-0, a downstream TCR signaling
intermediary, as revealed by both pharmacological inhibition and expression of
dominant-negative and constitutively-active PKC-0 mutants. This work broadens our
understanding of the cross-talk occurring between the TCR and TGF-B signaling
pathways and reveals that strong TCR agonists can release CD4 T cells from
constitutive TGF-B signaling. We propose that this process may be of vital

importance upon confrontation with microbial pathogens.
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Introduction

TGF-p is the cytokine expressed constitutively at highest levels in lymphoid and
nonlymphoid organs where it regulates T cell development, homeostasis and
differentiation (1,2). TGF-f exists in 3 isoforms in mammals: TGF-B1, -2, and -3.
TGF-B1 is the most abundant, universally expressed, and widely studied isoform.
TGF-p is secreted as a latent protein complex that requires activation for biologic
activity (3). Once activated, TGF-B stimulates cellular responses by inducing the
assembly of heteromeric complexes containing two ubiquitously expressed cell-
surface receptors, the type I and type I TGF-p receptors (TGF-BR)?, both of which
contain a serine/threonine protein kinase in their intracellular domains. Once bound to
TGF-B, TGF-BRII recruits, binds, and transphosphorylates TGF-BRI, thereby
stimulating its protein kinase activity. The activated TGF-BRI then recruits and
phosphorylates the transcription factors, SMAD2 and SMAD3 (SMAD2/3), which
then bind to the common SMADA4, translocate into the nucleus, and interact in a cell-
specific manner with transcription factors, coactivators and corepressors to regulate
the transcription of TGF-B—responsive genes (4-10). Even though the TGF-f pathway
can transduce signals via noncanonical SMAD-independent mechanisms (6), TGF-
signaling in T cells is mediated mainly if not exclusively via the canonical

SMAD?2/3-dependent pathway (11,12).

The TGF-B pathway is very complex and is regulated at many levels (6). For
instance, SMAD7 is a competitive inhibitor of SMAD2/3. SMAD?7 can also induce

the degradation of internalized TGF-BR complexes by recruiting SMURF2 (13).



160
TGF-BR complexes can be internalized either through clathrin-dependent or lipid
raft/caveolae-dependent endocytosis pathways. The former promotes signaling
whereas the latter leads to the rapid SMAD7-mediated degradation and reduced
signaling (14). TGF-f signaling can also be inhibited in the cytosol by phosphatases
that reduce the amount of active SMAD2/3 (15), and in the nucleus by co-repressors
that interfere with association of co-activators and recruitment of histone deacetylase

to the transcription site (15).

TGF-B plays a pivotal role in maintaining self-tolerance and preventing the
development of immunopathology (2,16,17). TGF-B signaling in T cells is also
essential for establishment of tolerance to allografts (18,19). Mice deficient in TGF-
rapidly develop a lethal multi-focal CD4" T cell-dependent autoimmune disease
(20,21). Furthermore, expression of a dominant negative TGF-BRII or deletion of
TGF-BRII specifically in T lymphocytes leads to autoimmunity with loss of naive T
cells and accumulation of effector/memory T cells (22,23). The pleiotropic effects of
TGF-B on various T cell subsets are complex and context-dependent (2,16,24). Under
steady-state conditions, TGF-B promotes the survival of naive CD4" T cells and
keeps them in a resting state (2,25). Accordingly, freshly isolated naive CD4" T cells
contain significant amounts of phosphorylated SMAD2 and SMAD?3 proteins and
express several TGF-B-dependent transcripts (25). TGF- signaling prevents T cell
proliferation and production of IL-2 (26,27). Moreover, TGF-f inhibits Th1 and Th2
cell differentiation whereas it contributes to differentiation of Th17 cells and

maintenance of induced CD4 Foxp3" regulatory T cells (2).
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The fact that TGF-B is abundant in lymphoid and extralymphoid tissues and that
constitutively active TGF-P signaling keeps naive T cells in a resting state brings a
fundamental question. Since brisk generation of Thl and Th2 effector T cells is
needed in response to pathogen invasion, how do naive T cells escape from the
quiescent state maintained by TGF-B? A parsimonious explanation would be that
stimulation by strong TCR agonists interferes with TGF-B signaling. Using both
primary murine CD4" T cells and Jurkat cells, we demonstrate herein that TGF-
B/SMAD-dependent signaling and transcription are rapidly inhibited following
activation with mAbs to CD3 and CD28. Most notably, the amount of phosphorylated
SMAD?3 decreases and several TGF-B transcriptional targets are down-regulated.
Mechanistically, we identified PKC-6 as a key TCR signaling intermediary that
actively inhibits TGF-P signaling, probably by associating with TGF-BR complexes

that are then recruited in lipid rafts.



162

Material and Methods

Mice and cell lines

B6(SJL)-Tg(SBE/Tk-luc)7Twc/] mice, obtained from the Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME), were housed under specific pathogen-free conditions in the animal care
facilities of the Institute of Research on Immunology and Cancer, and used between 7
and 15 wk of age. These transgenic mice, referred to as SBE-Luc mice, express
luciferase in response to activation of the Smad2/3-dependent signaling pathway. All
work involving mice was conducted under protocols approved by the Comité de
Déontologie de I’Expérimentation sur des Animaux de 1I’Universit¢ de Montréal.
Human T lymphocyte Jurkat cell lines E6-1 (ATCC TIB-152), J.CaM 1.6 (Lck kinase
activity deficient Jurkat cells, ATCC CRL-2063) and Jp116 (ZAP70-deficient Jurkat
cells provided by Dr. André Veillette, Montréal, QC, Canada) were cultured in
RPMI-1640 medium containing 10% fetal bovine serum, penicillin, streptomycin and

glutamine (Invitrogen-Gibco, Carlsbad, CA).

Abs and reagents

Recombinant human TGF-1 was obtained from Peprotech (Rocky Hill, NJ). Mowiol
4-88 reagent was from Calbiochem (Gibbstown, NJ). Trizol reagent and Tris were
from Invitrogen. Methyl-B-cyclodextrin (MBCD) , triton X100, glycerol, KH,;PO4,
acetyl CoA, ATP, MgCl,, Brij-58, DTT, EDTA, sucrose, NaCl and dynasore were
from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO). D-Luciferin was from Xenogen (Hopkinton,

MA). DAPI and G-sepharose beads were from Roche Diagnostics (Indiannapolis,
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IN). SDS and tween-20 were from Biorad (Hercules, CA). The source, specificity and

usage of pharmacological inhibitors are shown in Table I.

For T cell stimulation we used mAbs specific for mouse (from BD Biosciences, San
Jose, CA) or human (eBioscience, San Diego, CA) CD3 and mouse or human CD28
(both from eBioscience). Stimulation with anti-CD3 and anti-CD28 mAbs was
performed as described (28,29). Immunoprecipitation was done using the mouse anti-
TGF-BRII (clone E-6) from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). For
immunofluorescence studies, we used Abs against the following molecules: mouse-
SMAD2/3 from Abcam (Cambridge, MA); TCRB-APC, CD4-APCCy7, CD8-PECy7
and CD44-FITC from BD Biosciences; CD62L-PECy5 from eBioscience and rabbit
IgG-Alexa488, mouse IgG-Alexa647 and mouse IgG-Alexa555 from Invitrogen-
Molecular Probes. For immunoblotting studies we used Abs against goat Ig-HRP,
mouse Ig-HRP, actin, PKCa (clone Y124), SMAD3, SMAD7, SMAD2, SMAD2-
Ser465/Serd67, PPM1A (clone p6¢7), SMURF2, TGF-BRI and SnoN from Abcam;
PKCH, clathrin heavy chain, Lck, Akt, rabbit Ig-HRP from Cell Signaling
Technology (Danvers, MA). Ab against SMAD3-Ser423/Ser425 was from Novus
Biologicals (Littleton, CO) and Ab to TGIF (clone H-1) from Santa Cruz

Biotechnology.

Vectors and transfection of Jurkat cells
PKC vectors (CA-PKCa, DN-PKCa, CA-PKC6O and DN-PKCH8) were a kind gift
from Dr. Jean-Guy Lehoux (Universit¢ de Sherbrooke, Sherbrooke, QC, Canada)

(30). SBE-FLuc vector was provided by Dr. Tony Wyss-Coray (Stanford University,
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Palo Alto, CA) (31), and pCDNA3.1-PTEN-eGFP (Addgene plasmid 13039) by Dr.
Alonzo Ross (University of Massachusetts, Worcester, MA). pCDNA3.1-RLuc and
pCDNA3.1-FLuc vectors were gifts from Dr. Daniel Lamarre and Dr. Sylvain
Meloche (Université de Montréal), respectively. Transfection of Jurkat cells was done
using TransIT-Jurkat transfection reagent (Mirus Bio LLC, Madison, WI) according
to the manufacturer’s protocol. Cells were used 24-48 h later. Double and triple
vector co-transfections were done using the Ingenio Electroporation solution (Mirus
Bio LLC) and 0.4 cm cuvettes (Bio-Rad) according to the manufacturer’s protocol.

Cells were used 48-72 h later.

Firefly luciferase activity detection

Cells were incubated (or not) with TGF-$ (10 ng/ml) for 1 h, then stimulated (or not)
with mAbs to CD3 and CD28 (1 and 0.5 pg/ml, respectively) and cultured for 5 h
before cell lysis (Lysis Buffer: 1 %(v/v) triton-X100, 10 %(v/v) glycerol, 5 mM Tris,
10 mM MgCl, and 1 mM DTT). Luminescence activity was evaluated on a LUMIstar
plate-reader from BMG Labtech (Fisher Scientifique, Nepean, ON, Canada)
following incubation of cell lysates with a Luciferin Mix (1:2) (4 mM KH,PO,, 80
mM Tris, 15 mM MgCl,, 120 uM Acetyl-CoA, 24 mM DTT, 1 mM ATP and 0.5 mM
luciferin mixed (1:1) with lysis buffer) for 1 min. In experiments with primary T cells
from SBE-Luc transgenic mice, luciferase activity was expressed as a ratio of treated
relative to untreated cells. In experiments with Jurkat cells, cells transiently
transfected with either SBE-FLuc or pCDNA3.1-Fluc vector were treated and
analyzed in parallel. Luciferase activity driven by SBE-Fluc was then normalized to

that of luciferase activity in cells transfected with the pCDNA3.1-Fluc vector.
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pCDNA3.1 vectors contain the human cytomegalovirus immediate-early
promoter/enhancer, that permits efficient, high-level expression of recombinant
proteins. Results obtained with that experimental protocol were validated using a
dual-luciferase reporter assay (SBE-FLuc/pCDNA3.1-RLuc) performed as suggested

by the manufacturer (Promega) (supplemental Fig. 1).

Lipid rafts —sucrose gradient

About 1-4 x 10® cells treated for 30 min were washed twice in PBS and then lysed on
ice with 1 ml of lysis buffer containing 1 %(w/v) Brij-58 in 50 mM Tris, 150 mM
NaCl, 2 mM EDTA, 5 mM NaF and 2 mM NaVO,, plus a cocktail of protease
inhibitors (Complete cocktail, EDTA-free; Roche Diagnostics). Cell lysate was added
1:1 volume to 80 %(w/v) sucrose and then a 5-30% discontinuous sucrose gradient
was layered on top. Typically, 3-6 ml of 35 % sucrose and 1-2 ml of 5% sucrose were
layered on a 2 ml sample in 80% sucrose in a 10 ml centrifuge tube (Beckman
Coulter, Brea, CA). Samples were centrifuged at 100,000 g at 4°C for 20 h using a
SW41 swinging bucket rotor (Beckman Coulter). Fractions of 0.5 to 1 ml (typically
10-11 fractions in total) were collected from the top of gradient tubes and used for
SDS-PAGE analysis. Immunoblot analysis with cholera toxin subunit B-HRP was
performed to identify lipid raft rich fractions (GM1 ganglioside positive). The relative
proportion of each protein in the lipid raft rich fractions was done by quantifying
band intensity in each fraction, using the Fujifilm MultiGauge 3.0 software (Fujifilm,
Tokyo, Japan), and dividing the intensity of bands found in ganglioside-rich regions

by the sum of intensities of the bands found in all fractions. Fold enrichment was
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calculated by dividing the relative proportion of each protein in the LRR fractions

from treated vs. untreated cells.

Quantitative PCR (gPCR)

qPCR analyses were performed on Jurkat cells and sorted naive-phenotype CD4" T
cells (CD4'CD62L"CD44") as previously described (29,32). In brief, total RNA of
purified cells was extracted and reverse-transcribed. Gene expression level was
determined by qPCR using Tagman primer and probe sets. Mouse hypoxanthine

phosphoribosyltransferase (Hprt) was used as endogenous control gene.

Immunofluorescence confocal microscopy

For intracellular staining, cells were allowed to adhere to glass slides coated with
poly-L-lysine (Sigma-Aldrich) for 30 min at 37°C in a humidified atmosphere with
5% CO2. After culture for 1 h in the presence of TGF-f1 (10 ng/ml), mAbs to CD3
and CD28 (1 and 0.5 pg/ml, respectively) were added and cells were incubated for 30
min. Cells were washed twice with PBS and fixed in cold methanol (-20 °C) for 15
min. After PBS wash, cells were stained with Ab to SMAD2/3 (mouse, 1:100) for 1
h, then labeled with goat Ab to mouse IgG-Alexa647 and DAPI (1 uM). Slides were
covered with Mowiol solution and coverslip and kept at 4°C for microscope analysis.

For surface staining, cells were treated with TGF-f1 (10 ng/ml) and stained with Ab
to TGF-BRI (rabbit, 1:50) and afTCR (mouse, 1:100) at 4°C for 30 min, washed with
PBS, then incubated with TGF-B1 and secondary Abs to rabbit IgG-Alexa488 and
mouse [gG-Alexa555 for 1 h at 4°C. Cells were finally treated with TGF-B1 and Abs

to CD3 and CD28 for 30 min, fixed with 2% paraformaldehyde, washed with PBS
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and stained with DAPI. Cell suspensions were then laid in glass bottom petri dishes
(MatTek  Cultureware, Ashland, MA) with an overlaid coverslip.
Immunofluorescence confocal microscopy was performed with a LSM 510 Meta
inverted microscope with 40x, 63x and 100x objectives and analysis was done with
the LSM510 v3.2 software (Carl Zeiss, Jena, Germany) and Metamorph v7.5
software (Molecular Devices, Downingtown, PA). Colocalisation coefficient and

weighted colocalisation coefficient were calculated with the LSM510 software.

Immunoblotting and immunoprecipitation

Jurkat cells were lysed in SDS lysis buffer (50 mM tris, 150 mM NaCl, ] mM EDTA,
0.1% SDS, 1% triton X100, 5 mM NaF and 2 mM NaVOQy, plus a cocktail of protease
inhibitors) and lysates were cleared by centrifugation at 13000 RPM for 15 min at
4°C. Protein concentrations were determined using Biorad protein assay (Biorad).
Equal amounts of total protein (20-200 pg) were separated on 8% SDS-PAGE
followed by transfer to PVDF membranes (GE Healthcare, Piscataway, NJ). After 30
min blocking in 2% milk in TBST (25 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.05%
Tween 20), Western blotting was done by overnight incubation at 4°C in the presence
of indicated Abs (33). Protein staining of membrane was revealed by incubation with
specific secondary Abs for 3 h at room temperature, and then with ECL Advance
Western Blotting Detection kit (GE Healthcare). The relative level of each protein
was quantified using the Fujifilm MultiGauge 3.0 software and normalized against

the actin or calnexin band.
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For immunoprecipitation studies, cells were lysed in IP buffer (50 mM tris, 150 mM
NaCl, I mM EDTA and 1% triton X100) and 400 pg of protein lysates were pre-
washed with 25 pl of protein G-sepharose beads for 1 h. Then, 5 pg of the
immunoprecipitation specific Ab to TGF-BRII was added to the cell lysates. After 1
h, 25 ul of protein G-sepharose beads was added for overnight incubation. Protein-
Ab-bead complexes were centrifuged, washed in IP buffer and diluted in SDS lysis
buffer before heating at 95 °C for 5 min. After removal of beads by centrifugation,

half of the volume left was used for SDS-PAGE.

Statistical analysis
The Mann-Whitney rank test was used for analysis of qPCR results. For other data,
the means of normally distributed data were compared using the Student’s ¢ test, with

a p value of < (.05 considered significant (*). Data are presented as mean + SD.
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Results
T cell activation inhibits TGF-p signaling
Translocation of activated SMAD2 and SMAD?3 from the cytoplasm to the nucleus is
a hallmark of ongoing TGF- signaling (6,34). We therefore used confocal
microscopy to evaluate the impact of TCR stimulation on TGF- driven SMAD2/3
accumulation in the nucleus. Primary mouse CD4" T cells were stained with DAPI
(nuclear staining) and anti-SMAD?2/3 Ab. T cell stimulation with anti-CD3 and anti-
CD28 mAbs abrogated TGF-B-induced accumulation of SMAD2/3 in the nucleus
(Fig. 14-B). In order to assess whether the decreased nuclear accumulation of
SMAD?2/3 would translate into a decrease in SMAD-dependent transcriptional output,
we used cells from transgenic mice expressing a reporter gene containing 12 SMAD
binding element (SBE) repeats fused to the firefly luciferase (SBE-Fluc mice).
Treatment of spleen derived T cells with TGF- led to a 5-fold increase in the
luciferase activity, as described previously in astrocytes (31). Stimulation with anti-
CD3 and anti-CD28 mAbs led to a 60% decrease in the luminescence output (Fig.
1C). These data show that TCR signaling in primary mouse T lymphocytes exposed
to TGF-B suppresses translocation of SMAD2/3 in the nucleus and SMAD-mediated

transcription.

To define more precisely the impact of TCR signaling on TGF-B-regulated
transcription, we performed qPCR analyses of 11 components and transcriptional
targets of the TGF-P pathway (4,31). We compared transcript levels in sorted primary
naive-phenotype CD4" T cells (CD4 'CD62L"CD44") cultured for 6 h or 24 h in the

presence of TGF- with or without anti-CD3/CD28 stimulation. Ten out of eleven
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TGF-p related genes were differentially expressed at one or both time points (Fig.
1D-E), the sole exception being 7gifl/. Downregulation of Smad3 and Smad7 was
most obvious at 6 h while that of Smad?2, Ski and Cxcr4 was more pronounced at 24
h. Upregulation of Myc and Myb was significant after 6 h and 24 h, respectively.
Downregulation of Smurf2, Tobl and Smad4 was of similar magnitude at both time
points. We conclude that TCR signaling rapidly downregulates expression of core

components and targets of the canonical TGF-f pathway.

TCR activation inhibits SMAD3 phosphorylation

To define more precisely the chain of events linking TCR stimulation with inhibition
of TGF-PB signaling, we used the Jurkat human T cell line whose TCR signaling
pathway has been extensively characterized (35). Jurkat cells were transfected with
the SBE-Fluc vector or a control pPCDNA3.1-Fluc vector and SBE-mediated activity
was calculated as a ratio of SBE-Fluc over pCDNA3.1-Fluc luminescence. Again,
using this in vitro model we observed that anti-CD3/CD28 stimulation suppressed
TGF-p signaling (Fig. 2). This inhibition was dose- and time-dependent (Fig. 2B-C).
Furthermore, it was quite brisk and extensive, reaching about 65% after 2 h and 80%

after 5 h (Fig. 2B-C).

Shuttling of phosphorylated SMAD2/3 from the cytosol to the nucleus is the
cornerstone of TGF-P signaling. To investigate how TCR signaling could hamper
accumulation of nuclear SMAD2/3 (Fig. 14-B), we assessed by Western blot analysis
the expression of core components of the TGF-B pathway and the phosphorylation

state of SMAD2 and SMAD?3 under three conditions: in the presence of TGF-f, anti-
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CD3/CD28 or both (Fig. 3). When compared to protein levels found in the presence
of TGF-B alone, concurrent anti-CD3/CD28 stimulation had two conspicuous effects.
First, though the amount of SMAD3 was unchanged, that of phospho-SMAD3 was
drastically decreased. In contrast, TCR signaling did not impinge on the levels of
phospho-SMAD?2. Second, anti-CD3/CD28 stimulation upregulated expression of
SMAD7. Notably, upregulation of SMAD?7 protein expression by anti-CD3/CD28
stimulation was observed in the presence or absence of TGF-B. Of note, similar to
what was seen with primary cells (Fig. 1D-E), anti-CD3/CD28 stimulation reduced
Smad7 mRNA expression in TGF-B-treated Jurkat cells (Fig. 3C). SMAD7 is known
to promote degradation of TGF-BR complexes and to inhibit SMAD2/3
phosphorylation (13). These results indicate that TCR signaling hinders a proximal

event in TGF- signaling: the accumulation of phospho-SMAD3.

CD3-CD28 mediated TGF-p inhibition is PKC-dependent

In order to identify components of the TCR signaling cascade that might be
responsible for inhibition of the TGF-f pathway, we tested various pharmalogical
inhibitors on Jurkat cells transfected with the SBE-Fluc construct. Cells treated with
TGF-p alone produced high amounts of luciferase but concurrent CD3/CD28
stimulation inhibits TGF-B-induced luciferase expression (Fig. 2 and Fig. 44). We
asked whether specific inhibitors could block the effect of CD3/CD28 stimulation
and thereby “rescue luciferase expression”. Inhibition of the proximal kinase Lck (by
herbimycin A or Lck-1) rescued SBE-mediated luminescence output (Fig. 44-B). We
took advantage of the availability of Jurkat cell lines deficient in Lck activity

(J.CaM1.6) or Zap70 protein (Jp116) to validate our pharmacological inhibition data.
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In these two cell lines, CD3/CD28 stimulation did not inhibit TGF-B signaling (Fig.
4C), thus confirming that both Lck and Zap70 proximal kinases were necessary for
inhibition of TGF- signaling. We tested inhibitors of numerous downstream targets
of Lck and Zap70. Inhibition of AKT, Calcineurin, Gai, Jnk, MAPK, mTOR, NF«B,
PI3K, and Ras had no effect (Fig. 4 4-B). However, inhibition of PKC (by bimIV and
G06976) rescued SBE-mediated luminescence output (Fig. 44-B). These results
suggest that PKC is the downstream target of Lck and Zap70 that is responsible for

blocking TGF- signaling upon TCR stimulation.

PKCO-dependent inhibition of TGF-p signaling

Two out of eight PKC isotypes expressed in T lymphocytes are involved in TCR
signaling: PKCa and PKC6 (36,37). In order to better ascertain a role for PKC and to
identify the specific isotype responsible for inhibition of TGF-f signaling, we
proceeded with co-immunoprecipitation studies. Our Western blot analyses revealed
that TCR signaling hindered a proximal event in TGF-f signaling: the accumulation
of phospho-SMAD3 (Fig. 3). Since SMAD3 is phosphorylated by TGF-BR
complexes, we precipitated these complexes using an anti-TGF-BRII Ab. As
expected, Western blot analysis of co-immunoprecipitated proteins revealed the
presence of TGF-BRI and SMAD?7 (Fig. 54), two proteins known to be associated to
TGF-BRII. The salient finding was that PKC6 but not PKCa co-immunoprecipitated
with TGF-BR complexes. Of note, Lck, also highlighted by our pharmacological
inhibitor screen as a potential TGF- pathway inhibitor (Fig. 4), was not recovered
with TGF-BR complexes. Thus only PKCO was found to be associated to TGF-BR

complexes.
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We next transfected Jurkat cells with SBE-Fluc and one of the following constructs: 1)
constitutively active (CA)-PKCa, i1) CA-PK(C8, iii) dominant negative (DN)-PKCa or
iv) DN-PKC6. Double-transfected cells were then treated with TGF- with or without
anti-CD3/CD28 stimulation. Induction (CA) or inhibition (DN) of PKCa had no or
minimal effects (Fig. 5B). However, in the presence of TGF-B alone, CA-PKCH
expression mimicked the effect of CD3/CD28 stimulation and reduced TGF-
signaling (luciferase production) (Fig. 5B). Furthermore, transfection with DN-PKC6
abrogated the effect of TCR activation on TGF-f signaling. We conclude that PKCO
activation is necessary and sufficient to explain the inhibition of TGF-f signaling

upon TCR activation.

CD3-CD28 treatment increases co-localisation of TGF-fRs with TCRs in lipid rafts

What is the mechanism of action of PKCO? PKCO has a direct role in NF-kB and
NFAT activation (38,39). However, we reasoned that this effect should not be
instrumental in inhibition of TGF-B signaling because inhibition of NF-kB activity or
of calcineurin (the co-activator of NFAT) could not rescue TGF-f signaling in TCR-
stimulated Jurkat cells (Fig. 4). Another important role of PKCO is in the
internalization and recycling of TCR complexes (40,41). Alike TCR signaling, TGF-
B signaling is regulated by receptor internalization (42). We therefore hypothesized
that TGF-BR complexes could be internalized along with, or by the same mechanism
as, TCRs. We first sought to characterize the plasma membrane distribution of TGF-
BRs treated with TGF-B in the presence or absence of anti-CD3/CD28 stimulation.

TCR binding to agonists induces capping of the TCRs that accumulate at one pole of
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the cell together with other receptors such as IFNyR (43,44). Using confocal
microscopy we found that following TCR and TGF- B stimulation, TCRs and TGF-
BRI accumulated at the same pole of the cell (Fig. 64). This resulted in a significantly
increased co-localisation coefficient between TGF-BRI and TCRs (Fig. 6B). Hence,

TCR engagement led to co-polarization of TCRs and TGF-BRs.

TCRs recruited at one pole of the cell during formation of immunological synapses
localize in lipid rich raft (LRR) regions (45). TGF-BR complexes can be found both
outside and inside LRR regions and this distribution has been shown to influence
TGF-B-mediated signaling (14). Using sucrose gradient fractionation of cell lysates,
we compared the content of LRR regions (ganglioside positive) and clathrin positive
fractions from Jurkat cells treated with TGF-B with or without CD3/CD28
stimulation. We found that SMAD3 was equally distributed among the two regions,
and its distribution did not change upon addition of TCR signaling (Fig. 6C). On the
other hand, TCR signaling enriched by 2- to 3-fold the abundance of SMAD7 and
TGF-BRI in LRR regions (Fig. 6C-D). Hence, TCR activation led to accumulation of
TGF-BRI and the inhibitory SMAD7, but not of SMAD3, in LRR regions.
Localisation of TGF-BR complexes in LRR is known to cause degradation of TGF-
BRs and to downregulate TGF-B-mediated signaling (14). Increased physical
proximity of TCRs and TGF-BRs may be instrumental in enhancing interaction
between the two signaling pathways, and their localization in lipid rafts might confer

similar membrane and internalization dynamics.

TGF-f pathway inhibition by PKC6 depends on lipid raft formation
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To directly test the importance of LRR regions in the TCR-mediated inhibition of
TGF-B signaling, we used inhibitors of lipid raft and clathrin vesicle formation.
Methyl-B-cyclodextrin disrupts lipid rafts while dynasore inhibits dynamin which is
essential for clathrin-dependent coated vesicle formation (46). Since lipid raft
destabilisation hampers response to TCR agonists, we could not use CD3/CD28
stimulation in the following experiments. Because the effect of TCR signaling on the
TGF-pB pathway is mediated by PKCH (Fig. 5), we used CA-PKCB8 vector transfection
to circumvent the need for surface TCR stimulation. Jurkat cells transfected with
SBE-Fluc and CA-PKC6 constructs were stimulated with TGF- in the presence of
dynasore or methyl-B-cyclodextrin and then assessed for luciferase expression. While
dynamin inhibition had no effect, lipid raft disruption totally abrogated the effect of
PKCO on TGF-B signaling (Fig. 6F). These data show that lipid rafts integrity is

crucial for the PKCO-dependent inhibition of TGF-f signaling.
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Discussion

The copious amount of TGF-f present in lymphoid organs promotes constitutive
TGF-p signaling and keeps naive T cells in a resting state. This constitutive inhibition
of T cell activation could hamper compulsory responses to foreign antigens. Our
work shows that strong TCR agonists rapidly suppressed TGF-B signaling in human
and mouse CD4" T cells. Stimulation with mAbs to CD3 and CD28 led to a decrease
in levels of phospho-SMAD3 with concomitant increase in SMAD7 after 30 min
(Fig. 34), downregulation of TGF-B-induced translation after 1-2 h (Fig. 2C), and
decreased expression of TGF-f target genes after 6 to 24 h (Fig. 1D-E).
Downregulation of TGF-B signaling was dependent on lipid raft integrity and
correlated with co-polarization of TGF-BR and TCR complexes and accumulation of
TGF-BRI and inhibitory SMAD7 in LRR regions (Fig. 6). Activation of PKCO by
TCR agonists was necessary and sufficient to explain the inhibition of TGF-f
signaling upon TCR activation. Indeed, the inhibition was abrogated by PKC
inhibitors (BimIV and G66976) and by a dominant negative PKCO construct and was
reproduced by a constitutively active form of PKC6 (Fig. 4 and 5). Our findings are
consistent with the fact that PKCO is a key molecule in modulating T cell activation
versus anergy (47) and that PKCO effects are opposite to those of TGF-p. As PKCH
relays a subset of CD28 signals during T cell activation, absence of PKC6 raises the

threshold for T cell activation and facilitates tolerance induction (47-49).

Phosphorylation of SMAD2 and SMAD?3 by activated TGF-BRs is a pivotal event in

the initiation of TGF-f signal transduction (6). We found that TCR activation caused
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a rapid and selective decrease in levels of phospho-SMAD3 (Fig. 3). Further studies
are needed to understand why levels of phospho-SMAD2 were not affected. Our
favorite hypothesis hinges on the differential effect of SARA (Smad anchor for
receptor activation) on SMAD2 and SMAD3 (14). SARA anchors SMAD?2 but not
SMAD3 in clathrin vesicles that do not contain SMAD7 (14,50,51). We therefore
postulate that in this way, SARA selectively hinders interactions between SMAD2
and the inhibitory SMAD7 upon TCR activation. Nevertheless, it is clear that
SMAD?2 and and SMAD?3 have non-redundant effects and are regulated differently
(52). For instance, insulin-like growth factor-I downregulates TGF- signaling by
suppressing phosphorylation of SMAD3 but not SMAD2 (53,54). Furthermore,
evidence suggests that regulation of T cell activation versus tolerance is mediated
primarily by SMAD3 (12,55). Our data support an emerging model in which TCR
signaling hinders SMAD?3 activation by inducing recruitment of TGF-fRs in LRR
regions together with inhibitory SMAD7 (Fig. 6). In addition, TCR activation led to a
brisk upregulation of SMAD7 protein level (Fig. 3). At later time points after TCR
activation, levels of Smad7 transcripts were decreased both in primary mouse
lymphocytes (Fig. 1D-E) and human Jurkat cells, probably because of auto-inhibitory
feedback mechanisms. SMAD?7 is both a TGF-f inhibitor and a TGF- transcriptional
target. While the SMAD7 protein inhibits TGF-f signaling, decreased TGF-f activity
downregulates Smad7 transcription (56,57). Our hypothesis that SMAD7 is
instrumental in inhibition of the TGF-f pathway by TCR agonists is coherent with
studies showing that high T cell levels of SMAD?7 correlate with inflammation and
autoimmunity while downregulation of SMAD?7 is associated with tolerance and

induction of regulatory T cells (58-61). Furthermore, our model dovetails well with
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evidence that internalization of TGF-BRs located in LRR vesicles leads to SMAD7-

dependent degradation of TGF-BRs and inhibition of SMAD3 phosphorylation (14).

Our work broadens our understanding of the cross-talk occurring between the TCR
and TGF-p signaling pathways. TGF-f regulates TCR signaling at many levels. Thus,
TGF-p blocks TCR-induced activation of the Tec kinase ITK, calcium ion influx in T
cells, and the activation of the transcription factor NFAT (2). The present work shows
that strong TCR agonists can free CD4" T cells from constitutive TGF-B signaling.
We propose that this process may be of vital importance upon confrontation with

microbial pathogens.
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Figure Legends

FIGURE 1. T cell activation inhibits TGF-B signaling in primary mouse CD4" T
cells. A-B) TCR stimulation inhibits SMAD2/3 accumulation in the nucleus.
C57BL/6 mouse CD4" T cells were stimulated or not with TGF-p for 1 h, then treated
with mAbs to CD3 and CD28 or PBS for 30 min. Cells were fixed and stained with
anti-SMAD?2/3 Ab (red) followed by nuclear staining with DAPI (blue) and analyzed
by confocal microscopy (63x objective). Cells with no or minimal accumulation of
SMAD2/3 in the nucleus have a red cytoplasm and blue nucleus; high SMAD2/3
activity (accumulation in the nucleus) leads to colocalization of red and blue
(magenta). A) Representative cells (white arrows in left hand panels) are enlarged in
right hand panels. B) Global results based on analysis of > 160 cells/condition are
depicted (* p < 0.05; ** p <0 .01). C) TCR stimulation inhibits SBE-mediated
luciferase translation. Relative luciferase activity in CD4" T cells from SBE-Fluc
mice stimulated or not with TGF-f for 1 h, then treated with mAbs to CD3 and CD28
or PBS for4 h (n=3, * p <0.05). D-E) TCR stimulation downregulates expression of
TGF-B-related transcripts. qPCR analysis of sorted naive CD4" T cells normalized to
Hprt levels. Cells were stimulated with TGF-B for 1 h, then treated with mAbs to
CD3 and CD28 for 5 h (D) or 23 h (E). Results are expressed as a percentage to gene
expression in control condition (black horizontal line at 100%). In the control
condition, cells were cells were treated neither with TGF-B nor mAbs to CD3 and

CD28 (n=3, * p <0.05).



190
FIGURE 2. T cell activation inhibits TGF-B-mediated signaling in a time- and dose-
dependent manner. A-C) Jurkat cells were transiently transfected with SBE-FLuc
reporter vector or pCDNAZ3.1-Fluc control vector. A) Jurkat cells were stimulated or
not with TGF-B for 1 h, then treated with mAbs to CD3 (1 pg/ml) and CD28 (0.5
ug/ml) or PBS for 5 h. Histograms represent the ratio of luciferase activity in cells
transfected with SBE-FLuc vs. pCDNA3.1-Fluc vector (n = 3, * p < 0.05). B,C) The
SBE-FLuc/pCDNA3.1-Fluc luminescence ratio of cells treated only with TGF- was
fixed at 100% and used to normalize the relative luminescence in cells treated with
mABs to CD3 and CD28. B) Jurkat cells were treated as in (A) except that doses of
mAb to CD3 ranged from 0 to 2.5 pg/ml. C) Jurkat cells were treated as in (A) except

that mAbs to CD3 and CD28 were added for 0 to 5 h (n= 3, * p <0.05).

FIGURE 3. TCR stimulation increases expression of SMAD?7 protein and decreases
levels of phosphorylated SMAD3. A-B) Jurkat cells were treated or not with TGF-f
for 1 h. Abs to CD3 and CD28 were added for 30 min where indicated. Cell lysates
were immunoblotted with the indicated Abs. A) One representative out of 3
independent experiments is shown. B) Densitometric analysis of Western blots was
conducted using cellular actin as a relative internal standard. Histograms represent the
mean and SD for three independent experiments (* p < 0.05). C) qPCR analysis of
Smad7 mRNA expression in Jurkat cells normalized to Hprt levels. Cells were
stimulated with TGF- for 1 h, then treated or not with mAbs to CD3 and CD28 for 5
h. In the control condition, cells were treated neither with TGF-f nor mAbs to CD3

and CD28 (n=3, * p <0.05).
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FIGURE 4. CD3-CD28 mediated TGF-f inhibition is PKC-dependent. A-B) We
tested various pharmacological inhibitors of TCR signaling in SBE-Fluc-transfected
Jurkat cells treated with TGF-B and mAbs to CD3 and CD28. Inhibitors, their target
and concentration used are listed in Table 1. In this assay, inhibitors that block the
effect of CD3/CD28 stimulation rescue luciferase expression. A) Schematic
representation of the TCR signaling pathway (adapted from (62)). Components of the
TCR signaling pathway are circled in green when their inhibition rescued luciferase
expression, and in red when it did not. B) Results from three independent
experiments with pharmacological inhibitors of TCR signaling (* p < 0.05, ** p <
0.01, *** p <0.005). C) SBE-Fluc-transfected Jurkat cells (wild type clone E6.1; Lck
activity deficient J.CaM1.6 or ZAP70 deficient Jp116) were treated with TGF-$ and

mAbs to CD3 and CD28 (n = 3).

FIGURE 5. TCR-mediated inhibition of TGF-B signaling is PKC8-dependent. A)
PKC0 interacts with TGF-BRII. Jurkat cell lysates were immunoprecipitated (IP) with
anti-TGF-BRII Ab followed by Western blotting (WB) with the indicated Abs. Input
total lysate (right) and immunoprecipitated (left) lanes were revealed in the same
conditions. One representative out of 3 independent experiments is shown. Numbers
depict representative densitometry normalized to the densitometry of total lysates
from untreated cells. B) Relative luciferase activity in Jurkat cells transfected with
SBE-Fluc and one of the following vectors: CA-PKCa, DN-PKCa, CA-PKC6, DN-
PKC8, or empty control vector. Cells expressing a CA-PKC or empty vector were

treated for 6 h with TGF-, and cells expressing a DN-PKC or empty vector were
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treated with TGF-f for 1 h, then stimulated with mAbs to CD3 and CD28 for 5 h (n =

4, * p < 0.05).

FIGURE 6. TCR stimulation induces co-polarization of TCRs and TGF-BRs in lipid
rafts. A-B) Jurkat cells were stimulated with TGF- for 1 h and then treated with
mAbs to CD3 and CD28 or PBS for 30 min. Cells stained with Abs to TCR (red),
TGF-BRI (green) and DAPI (blue) were analyzed by confocal microscopy (100x
objective) (n = 3, * p < 0.05). Global evaluation of TCR/TGF-BR colocalization is
depicted in (B). C-D) TCR stimulation induces accumulation of TGF-BRI and
SMAD7, but not SMAD3, in LRR regions. Jurkat cell lysates were fractionated on a
sucrose gradient and 0.5 to 1 ml fractions were blotted (WB) with the indicated Abs.
Eleven fractions were loaded (F1 to F11), F1 being the top and F11 the bottom
fraction. Cells were stimulated with TGF-B for 1 h and then treated or not with mAbs
to CD3 and CD28 for 30 min. C) Western blots from one representative out of 5
experiments are shown. Fold enrichment represents the ratio of the densitometric
intensity in LRR fractions relative to the densitometric intensity in clathrin positive
regions. D) Histograms depict the proportion of LRR-associated protein in treated
relative to untreated cells (n =4, * p <0.05). (E) Lipid raft disruption restores TGF-p3-
dependent luciferase activity. Luciferase activity in Jurkat cells transfected with SBE-
Fluc and CA-PKCBH (black bars) or empty vector (gray bar). Cells were treated for 6 h

with TGF-f in the presence of dynasore (80 uM), MBCD (1 mM) or DMSO

(n=4,* p<0.05).



Table 1

Table I. Pharmacological inhibitors of TCR signaling used in this work

Reagent Main target Dose used Manufacturer

Akt inhibitor IV AKT 1 uM Calbiochem
(Akt-iIV)

calcineurin autoinhibitory peptide Calcineurin Calbiochem
(CaN-AIP)

GWS5074 Sigma-Aldrich

Lck inhibitor Calbiochem
(Lck-1)

NF-«B activation inhibitor Calbiochem
(NFkB-i)

Pertussis toxin Goi 100 ng/ml Sigma-Aldrich

SB203580 p38 S5 uM Calbiochem

Uo0126 MEKI1 and MEK?2 25 uM Calbiochem
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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6.4-Annexe I

Données non-publiées dont toute I’interprétation a été faite par Delisle JS.

Devis expérimentaux : Delisle JS., Perreault C. et Giroux M.

Conseils techniques et scientifiques: Wilhelm B., Landry JR., Lemieux S.,

Boucher G.

Assistance technique : Landry JR., Boucher G.
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Annexe I
Introduction

Les articles II et I1I soulignent plusieurs aspects fondamentaux de la voie signalétique
du TGF-B et de SMAD3 dans la tolérance. Nos données et nos souris montrent
clairement que SMAD3 a un rdle dans le controle de la réaction immunitaire en
agissant sur les lymphocytes T et chez des sous-types de cellules myéloides,
notamment les neutrophiles. Ainsi, les souris maintenues dans les conditions libres de
pathogenes et qui ne souffrent pas d’auto-immunité en 1’absence de SMAD?3, sont de
trés « dangereuses » donneuses de cellules hématopoiétiques. De plus, on a déja
montré que ces mémes souris développent des carcinomes intestinaux si infectées par
I’Hélicobacter pylori suggérant fortement que SMAD3 contribue a limiter la
carcinogénése amenée par une inflammation chronique'. Pourtant, I’activité de
SMAD?3 est présente dans les cellules quiescentes chez 1’humain® et de nombreuses
¢tudes démontrent un réle important de SMAD3 en immunité (Tableau II, point 4.3.2
de cette theése). Alors, il faut envisager sérieusement que les roles fondamentaux de
SMAD3 sont de prévenir ou limiter la réponse immunitaire, particulicrement dans des

contextes de forte stimulation (infections, alloantigénes).

Les données des articles II et III nous laissent croire que SMAD3 contribue a élever
le seuil d’activation des lymphocytes T CD4. En effet, lorsque SMAD?3 est absent, la
proportion de lymphocytes CD4 naifs qui entrent en cycle aprés stimulation du TCR
et de CD28 est plus grande. La cinétique de prolifération par contre n’est pas affectée
par SMAD3 (Article II, Figure 1A et Supplemental Figure 2). De plus, Iarticle III
suggere trés fortement que la baisse de la transcription SMAD-dépendante chez les
cellules quiescentes dépend de I’inhibition active de SMAD?3 lors des étapes précoces

de I’activation des lymphocytes T suite a une stimulation par le TCR.

Nous avons donc élaboré 1’hypothése suivante : SMAD3 controle la tolérance des
lymphocytes T CD4 en modulant la transcription de geénes pouvant ou bien
augmenter le seuil d’activation des lymphocytes T alors qu’ils sont quiescents, ou

bien limiter les impacts précoces d’une signalisation via le TCR. Notre but était
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d’identifier des genes candidats ou des groupes de génes reliés a des fonctions

biologiques pouvant moduler ainsi la tolérance chez les lymphocytes T CD4.

Méthodes et devis

Des lymphocytes T CD4 naifs (TRCB'CD4 CD8 CD62L"CD44") provenant de souris
de type sauvage (WT) ou déficientes pour le g¢tne SMAD3 (SMAD3-KO) de la méme
colonie (littermates) ont été enrichis suite a une déplétion par billes anti-CD19 et anti-
CD8 (Miltenyi), triées et mises en culture dans un milieu sans-sérum (X-Vivo 15,
BioWhittaker) a une concentration de 10° par ml pendant 6 heures. Ces cellules ont
¢été soumises a trois conditions; 1) sans TGF-f (retrait de la signalisation tonique), 2)
avec stimulation par TGF-$ a une concentration de 2.5ng/ml et 3) avec stimulation
par TGF- et anti-CD3/28 (Figure 1). Apres 6 heures, les cellules ont été récoltées et
I’ARN extrait (Qiagen mini-kit). Chaque réplica biologique était composé¢ d’ARN
provenant d’au moins deux souris. L’ARN de trois réplica biologiques par condition
a été ensuite converti en cDNA, marqué et hybridé sur des micro-puces Nimblegen
385K (Nimblegen). Les signaux bruts ont ét¢ normalisés par Nimblescan
(Nimblegen) et les données traitées par LIMMA (Linear Models for Microarray
Data). Une différence d’expression de 1.5 fois entre les groupes WT et SMAD3-KO,
ainsi qu’une une valeur de p de moins de 0.05 furent retenues pour identifier les
genes différentiellement exprimés. La recherche des fonctions des génes identifiés a
été exécutée avec BioHarvester et NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Les analyses de regroupements fonctionnels en classes de genes ont été
faites par DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery)’ et GSEA (Gene Set Enrichment Analysis)' en se basant sur la
classification GO (Gene Ontology) et les bases de données KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes).

Résultats et discussion

Peu de réles transcriptionnels non-redondants de SMAD3 en [’absence de TGF-f

Nous avons déterminé qu’une incubation de 6 heures serait suffisante pour obtenir a
la fois une forte induction de la voie TGF-p et TCR in vitro (’et article III). Notre

devis nous permet d’observer les roles non-redondants de SMAD3 dans trois
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conditions. La figure 2 montre la distribution des transcrits identifiés comme étant
différentiellement exprimés. Deux valeurs par condition et par génotype sont
montrées; le nombre de transcrits uniques (la micro-puce contient parfois plusieurs
représentations -feature- du méme geéne) et parmi ces transcrits, le nombre de
transcrits pour lesquels on a démontré 1’existence d’une protéine dont on connait la
(ou une des) fonction. La premiére conclusion que nous pouvons tirer de ces données
est qu’en I’absence de TGF-f, les lymphocytes T CD4 des deux génotypes montrent
peu de différences, surtout au niveau des transcrits de geénes dont la fonction est
connue. Ceci va de pair avec le fait que trés peu de kinases ont été identifiées comme
pouvant remplacer le complexe TGF-PR dans I’activation de SMAD3*’. Cependant,
en présence de TGF-B, SMAD3 module les niveaux de plusieurs transcrits. Cette

différence est toutefois atténuée lorsqu’une stimulation du TCR est surimposée.
SMAD3 module les niveaux de transcrits de plusieurs genes « immunitaires »

Parmi les geénes dont I’ARN messager est différentiellement exprimé, nous trouvons
néanmoins plusieurs régulateurs ou acteurs de I’immunité. De facon générale, on peut
méme avancer que les genes dont I’expression serait favorisée par SMAD3 sont
davantage des « immuno-régulateurs » que des « immuno-stimulants » (Figure 3). La
réciproque, c'est-a-dire la répression de genes stimulant la réponse immunitaire par
SMAD3, semble aussi se vérifier. Quelques génes connus comme ayant une fonction
dans le systéme immunitaire indépendante de la régulation de la réponse immunitaire
comme telle (ex : ontogénie des cellules immunitaires) ont aussi été identifiés. Bien
que la plupart de ces geénes aient été évalués dans des contextes expérimentaux précis
et différents du notre, la ségrégation est frappante. Toutefois, ces catégories
comportent une large part de subjectivité, car elles sont basées sur une interprétation
par ’auteur de la littérature scientifique. Une liste des geénes pouvant aider a
expliquer I’effet tolérogéne de SMAD3 est donnée a la figure 3. Notons parmi les
régulateurs négatifs de 1’activation T, dont I’expression est augmentée par SMAD3,
les facteurs de transcription FOXO3a et c-Maf ainsi que la chaine alpha du récepteur
de I'IL-10 (IL10Ra). A I’opposé, des régulateurs positifs de 1’activation T
potentiellement réprimés par SMAD3, soulignons la présence de la calcineurine

(Ppp3Ca).
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SMAD3 contréle la transcription de plusieurs processus plausiblement reliés a la

tolérance

L’approche de génomique fonctionnelle que nous avons choisie nous permet
¢galement de rechercher des régulateurs de I’immunité par une approche non-biaisée.
En effet, plusieurs geénes que nous avons identifiés pourraient avoir un role dans le
controle de la réactivité des lymphocytes T CD4, méme si une telle fonction n’a
jamais ¢été directement validée auparavant. Nous ne parlerons pas de ces génes
candidats dans cet annexe, mais décrirons plutét comment d’une maniére non-biaisée
nous avons pu identifier des groupes de geénes dont I’expression coordonnée pourrait
nous indiquer quels processus biologiques sont susceptibles d’étre influencés par
I’axe TGF-B/SMAD3. Dans un premier temps, nous avons sélectionné la liste de tous
les transcrits différentiellement exprimés suite a une exposition au TGF-} et soumis
cette liste a 1’algorithme DAVID, a qui nous avons demandé¢ d’identifier les voies
(KEGG pathways) et catégories fonctionnelles (GO terms) dans lesquelles la présence
de nos genes différentiellement exprimés était enrichie. Dans un second temps, nous
avons utilis¢ I'outil GSEA qui n’utilise pas de liste de gene différentiellement
exprimés, mais plutot la hiérarchie d’expression. C'est-a-dire que 1’algorithme vérifie
si un geéne appartenant a un groupe de geénes (Gene set) est davantage exprimé dans
une condition plutét que dans une autre. Si plusieurs génes du Gene set se trouvent a
étre davantage exprimés dans une condition plutdt qu’une autre, méme si la
différence pour chaque gene est petite, 1’algorithme le signalera. Cette fagon de faire
permet de voir les choses de fagon globale (par exemple, une variation de 20% dans
tous les genes régulant une voie métabolique passerait inapercue si on décide
d’analyser seulement les geénes dont I’expression différentielle est de 1.5 ou 2 fois,
pourtant I’impact d’une variation subtile mais plus généralisée pourrait s’avérer
déterminante pour cette voie métabolique). Le but était d’explorer la possibilité que
des sous-groupes de genes parmi les transcrits différentiellement exprimés entre les
cellules WT et SMAD3-KO, appartiennent aux méme catégories fonctionnelles ou
voies. Cette démarche s’inscrivait dans une recherche de cohérence ou de

synexpression dans les programmes transcriptionnels modulés par SMAD3.
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Le tableau I résume nos résultats les plus significatifs. De fagcon globale, on peut dire
que les processus identifiés ne sont pas directement reliés a I’immunité (sauf peut-€tre
« diabetes de type I» chez les SMAD3-KO pour qui ’algorithme a identifi¢ un
enrichissement de geénes reliés a I’IL-12 et IFN-y). Cependant, il est devenu clair au
cours des derniéres années que le controle des voies métaboliques est déterminant
dans la physiologie de I’activation immunitaire®. Aussi la voie du calcium (identifiée
par DAVID et GSEA) joue un rdle fondamental dans les étapes précoces de
Iactivation”'’. De plus, les processus liés au cytosquelette et aux interactions inter-
cellulaires ainsi qu’au transport vésiculaire et a la signalisation par les
neurotransmetteurs sont tous des processus susceptibles d’orienter la réponse

. s 11-14
Immunitaire

. Les analyses ont aussi été faites pour la condition de stimulation
simultanée TGF-B et TCR, mais les différences étant plus petites, un peu moins de

processus ont ¢té identifiés et ces résultats ne seront pas présentés ici.

Perspectives

Notre objectif était de cerner les effets transcriptionnels de SMAD3 dans différents
contextes, mais principalement lors de la quiescence sous I’action du TGF- et a
I’interface entre la quiescence et les phases précoces de I’activation T. Nos analyses
ont permis d’identifier au niveau individuel de nombreux génes pouvant influencer la
tolérance d’une fagon SMAD3-dépendante. Cependant, c’est au niveau des processus
que s’orientera la suite des choses dans un premier temps. En effet, nous avons
identifi¢ que SMAD3 influengait la transcription de genes impliqués dans les
processus métaboliques et calciques. Ces deux voies sont liées dans 1’activation
précoce des lymphocytes T et leur modulation pourrait altérer le seuil et I’ampleur de
I’activation. Les processus métaboliques plus « transcrits » chez les cellules WT (par
exemple mTOR signaling pathway et Insulin signaling pathway) ont été identifiés par
GSEA parce que des transcrits de geénes stimulateurs et inhibiteurs de ces voies
¢taient plus exprimés chez les cellules WT. Parmi les activateurs notons: AKTI,
AKT?2, et les unités clés de PI3K; PIK3CB et PIK3RS5. Par contre, les régulateurs
négatifs centraux de ces voies étaient aussi sur-représentés (Tuberous Sclerosis 2 —
TSC2, les deux unités catalytiques d’AMP Kinase, PRKAA1 et PKRAA?2 ainsi qu’

EIF4-binding protein 1)"° (données non-montrées). Ainsi seule I’expérimentation
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directe nous permettra de savoir si 1’activité de ces voies est augmentée, diminuée ou
inchangée par la présence de SMAD3. Nous sommes a €laborer les devis visant a
vérifier I’hypothése selon laquelle I’axe TGF-B/SMAD?3 contrdlerait la tolérance via
une modulation du métabolisme et des flux calciques. Une mise en contexte plus

détaillée de ces processus est incluse dans la section discussion de cette thése.
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Figure 1
Naive CD4* cells
WT and SMAD3-
TGF-B «withdrawal» TGF-B (2.5ng/ml) + TCR

v (anti-CD3/CD28) stimulation
TGF-B « physiologic » 2.5ng/ml

6 hours culture
RNA for expression microarrays

3 biological replicates per condition and genotype
At least two mice per replicate
MNimblegen 385K arrays
Nimblescan RMA processing
Data analysis using LIMMA

Devis expérimental. Apreés un enrichissement par billes, les suspensions cellulaires de

rates et ganglions cervicaux furent triées et soumises aux conditions indiquées. La
stimulation par CD3 et CD28 s’est faite aux doses suivantes : anti-CD3g, 10ug/ml —
fixés a la plaque et anti-CD28, 1pg/ml.
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Figure 2
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base 2 de la valeur de p. Les transcrits a I’intérieur du rectangle rouge ont une

expression différentielle d’au moins 1.5 et une valeur de p plus petite que 0.05.



Figure 3

TGR-E+TCR

211

R 220 featuras| 288 features) . . 124 faatures| *” T0 features; .
190 transcri s 273 transcripts 95 transcripts 25 66 transcripts

-t . |®
LT LIPS 15

n {" 10 B

" -

> SMAD3™ > SMADZ"* e * > SMAD3
v
0 :

Mumber of genes

a0 20 an 20 4
Unicharacterized

Jenes or sequences

Genes with no known
role in immunity

Genes with known
role in immunity

M "Pro-tolerance”

M "Pro-activation”
B ‘Other”

Number of ganeas

Mumber of genes

“waewnmEREREY

00 .0

role inimmunity

B "Pro-tolerance”
B “Pro-activation”

m “Other”

Mumber of genes

4.0 =20 I 4.0
= Uncharactarized
genes or sequences
.G enes with no known
role in immunity
. .Genes with known ‘

“l l
I=1 il

B

TGF- 3/SMAD3 modulated genes with described role in immunity

> in SMAD3 " “pro-activation”
Gene ID Gene Name

> in SMAD3 *'*pro-tolerance”
Gene ID Gene Name

12776 Ccr8 11749 Anxab
12633 Cflar 12630 Cdc25a
11477 Acvrl 29867 Cabpl
56484 Foxo3a 623596 Pglyrp-2
16154 1110ra 12305 Ddrl
80906 Kcnip2 67425 Eps8Il
240754 Lax1 14938 Gzma
107321 Lpxn 215257 11119
17132 Maf 16195 |ll6st
18186 Nrpl 16333 Insl
13713 Elk3 57264 Retn
19201 Pstpip2 13805 Eng
65960 Twsgl 19055 Ppp3ca
76510 Trappc9 21823 Th
12479 Cdildl 18733 Lilrb3
12874 Cpd 320100 Tnfrsf19l
23 o
13024 Ctla2a 16612 KIk1
218699 Pxk

SMAD3 module la transcription de génes immunologiquement pertinents. A)
Caractérisation des transcrits modulés par SMAD3 selon leur role biologique et
immunitaire. B) Une liste inclusive (conditions TGF- et TGF- + Activation du
TCR et CD28) de genes rapportés comme étant tolérogénes et activateurs, selon le

génotype SMAD3.



Tableau I : Résultats d’analyses non-biaisées.
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DAVID

Functionnal Ca ries* and number of TERM Pathways

WT

Cytoskeleton + cell motility 7 Basal transcription factors
Morphogenesis 5 Thyroid cancer
Angiogenesis 5 Endometrial Cancer
Metabolism 3

Neurogenesis 3

SMAD3-KO

Neurotransmission 9 Maturity onset diabetes of the Young
lon Transport 6 Calciumsignaling

CNS developement 5

Negative regulation of transcription 3

Muscle function 3

Cell adhesion 2

*As determined by the author to regroup enriched GO TERMs.

Gene Sets (Decreasing order of statistical significance - for all all results FDR g-val <0.25)
WT SMAD3-KO
Ribosome Cell communication

Oxidative phosphorylation
Pathogenic E coli infection EPEC
RNA polymerase

Proteasome

Pathogenic E coli infection EHEC
Cell Cycle

Basal transcription factors
Ubiquitin mediated proteolysis
MTor signaling pathway
Glycan structure degradation
Pyrimidine metabolism
Pentose phosphate pathway
Amyotrophic lateral sclerosis
Insulin signaling pathway

N glycan degradation

Heparan sulfate biosynthesis
Huntingtons disease

Bladder cancer

Purine metabolism

Arginine and Proline metaholism

Glycosaminoglycan degradation

Calcium signaling pathway

Type | diabetes mellitus

Neuroactive ligand receptor interaction
Taste transduction

Basal cell carcinoma
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Discussion

7- L’IFN-v, une question de dose et de contexte- Article 1

L’article 1 est basé sur deux questions: 1) L’IFN-y est-il nécessaire pour la
modulation de la densité antigénique, par le biais de I’augmentation des complexes
MHC, sur les tissus cible de la GVHD ? et 2) L’absence de signalisation en aval de
I’TFN-yR chez les cellules de I’hote a-t-elle des conséquences sur les cellules greffées

(d’un donneur sensible a I’TFN-y) ?

L’augmentation des complexes MHC de fagon IFN-y-dépendante avait été un
¢lément central d’une étude précédente au laboratoire'”. Dans cette étude, le rejet de
mélanomes établis chez la souris était directement tributaire de 1’expression
augmentée des complexes MHC portant un mHAg reconnu par des lymphocytes T
CDS. Ce rejet tumoral était TCR-dépendant et associé a une forte dégranulation de la
part des effecteurs CDS, suggérant fortement une cytotoxicité médiée par le systeme
perforine/granzyme. Nous voulions savoir si I'impact de I'IFN-y sur la densité
antigénique de tissus cibles de la GVHD amenait le méme genre de conséquences.
Notre modéle en était un de GVHD dont Dalloréactivité était CD8-dépendante®®.
Nous avons montré que I’IFN-y est en effet un puissant inducteur du MHC en
examinant deux organes cibles de la GVHD. Cependant, cette surexpression de
complexes MHC n’améne pas de dégranulation dans ces tissus et ne corréle pas
nécessairement avec 1’étendue des dommages histologiques. Ainsi la relation entre la

densité antigénique et I’activité cytotoxique varie selon les contextes et n’est pas un

enjeu majeur dans les organes cibles de la GVHD (Article I, Figures 1 et 2).

Une observation faite au début de nos travaux montrait clairement que les
lymphocytes T CD4 et CDS8 de type donneur acquéraient un phénotype activé plus
rapidement aprés la greffe dans un hote déficient pour le récepteur de I'IFN-y
(comparativement a un hote WT). Nous avons rapidement vérifié 1’hypothése selon
laquelle 1’absence de récepteur pour I’IFN-y sur les cellules du receveur augmentait la
disponibilité de la cytokine pour les cellules du donneur (perte d’un cytokine sink). En
effet, les cellules du donneur étaient exposées a des concentrations d’IFN-y de 2 a 5

fois plus élevées au jour 4 post-greffe dans des hotes IFN-yR déficients, ce qui était
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corr¢lé avec la répression transcriptionnelle de la chaine IFN-yR2, un marqueur
crédible d’une forte signalisation par la voie en aval de I'TFN-yR*'"*. Cette différence
n’était déja plus visible au jour 8 post-greffe. Ainsi, les cellules d’'un méme donneur
C3H.SW ¢étaient exposées a de fortes concentrations d’IFN-y lorsque greffées dans un
hote déficient pour le récepteur de I’IFN-y plutot que dans un héte WT (les deux
hotes sur un fond génétique B6 identique). Cette exposition précoce menait a un
échec de reconstitution hémato-lymphoide noté au jour 15 post-greffe et caractérisé
par de forts taux d’apoptose FasL-dépendante et une baisse de prolifération cellulaire.
Les impacts sur la prolifération et I’apoptose étaient généralisés aux sous-types de
cellules lymphoides et myéloides matures dans la rate. Dans la moelle osseuse, nous
avons pu mettre en évidence qu’un déficit de prolifération des progéniteurs
hématopoiétiques précoces LSKF  (Lineage’,Sca-1",c-kit", FLT3-récepteur’) était
associ¢ a la répression de deux génes dont 1I’expression est connue comme étant
inhibée par I’'IFN-y; cyclineD1 et c-myc. On avait déja démontré que la concentration
d’IFN-y a laquelle les lymphocytes était exposée avait un impact sur les phénotypes
immunitaires™', mais notre étude était la premiére & montrer que 1’exposition précoce
a de forts taux d’IFN-y programmait un échec d’hématopoi¢se et une contraction
accélérée et profonde en AHCT. En quelque sorte, I'IFN-y cause une réaction « greffe

contre greffe ».
7.1-L’ IFN-y, hémato-lymphopoiese et homéostasie, hypotheses et discussion

Quelques mois avant la publication de notre article, le groupe de Jean-Laurent
Casanova rapportait des résultats qui allaient dans le méme sens que les notres’ .
S’interrogeant sur les hauts taux de rejet de greffe chez les patients déficients pour
I’TFN-yRI (les cellules des donneurs, sensibles a I’'I[FN-y, sont incapables de
remplacer les compartiments hémato-lymphoides des receveurs), les auteurs ont
clairement montré chez la souris que les hauts niveaux d’IFN-y étaient nécessaires et
suffisants pour supprimer I’hématopoicse de type donneur. Dans ce modéle, il n’y
avait pas d’alloréactivité¢ (donc pas ou peu d’IFN-y sécrété par les cellules du
donneur), mais plutdt une modulation des niveaux d’IFN-y de plus de 12 fois par une
infection par mycobactéries ou par I’injection d’un plasmide adénoviral produisant

de 'IFN-y. Ces expériences nous ont convaincu que notre hypothése d’une absence
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de cytokine sink était a 1’origine des modulations de concentration d’IFN-y et que
I’IFN-y était clairement anti-hématopoiétique de facon dose-dépendante. De plus, le
role hémato-suppresseur de ’IFN-y a souvent été évoqué comme acteur central des

206,207,303

aplasies médullaires acquises , mais les mécanismes sous-jacents n’ont

jamais, a notre connaissance, été¢ directement investigués.
7.1.1 La prolifération et [’apoptose

L’échec de reconstitution hémato-lymphoide est dépendante, au moins en partie d’un
échec de prolifération et d’une apoptose fasL-dépendante. Chez les progéniteurs
hématopoiétiques de la moelle (LSKF"), ceci était corrélé a la répression de genes
impliqués dans la transition G1-S du cycle, connue comme étant sensible aux effets
de 'IFN-y'” (Article I, Figure 7). Afin de vérifier plus directement le role d’une
signalisation en aval de ’IFN-yR dans la modulation du cycle cellulaire chez les
cellules du donneur post-greffe, nous aurions pu utiliser les receveurs déficients pour
I’TFN-yRI comme donneurs en inversant le couplage donneur-receveur des souches
C3H.SW et B6 (autrement dit en injectant un greffon B6 IFN-yR-KO dans des hotes
C3H.SW). Il aurait été possible également de moduler la concentration d’IFN-y en
n’en injectant. La suggestion que 'IFN-y est un modulateur de la prolifération des
cellules primitives, de fagon contradictoire selon les modéles expérimentaux®”®,
souligne encore une fois I’importance du contexte dans une relation IFN-y-
hématopoiése qui n’est surement pas linéaire. En effet, les étapes précoces de la
reconstitution hématopoiétique post-AHCT sont marquées par une prolifération
inhabituelle des cellules souches de type donneur’™ (peut-étre pour combler des
niches rendues disponibles par I’irradiation pré-greffe). Ainsi, il est possible que cette
activité proliférative exceptionnelle rende les cellules souches plus vulnérables aux

effets cytostatiques de ’IFN-y.

Les taux de cellules apoptotiques, ainsi que les différences dans ces taux entre les
compartiments spléniques et médullaires (Article 1, Figures 6 et 7) soulévent
quelques questions. La premiére hypothése qui nous vient a 1’esprit est que les taux
d’apoptose pourraient varier de fagon dose-dépendante. En effet, les concentrations
d’IFN-y pourraient montrer une variation géographique. Nos méthodes dans la

préparation des extraits de rate et de moelle n’étaient pas exactement les mémes, donc
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nous ne pouvons conclure. Cependant, les organes lymphoides secondaires sont les
sieges précoces de I’alloréactivité. Il est donc possible que la production locale
d’IFN-y joue un role déterminant dans les concentrations d’IFN-y. Nous avons décidé
de directement tester 1’hypothése selon laquelle I’apoptose Fas-dépendante était
responsable des hauts taux d’apoptose, compte tenu des liens établis entre I’'TFN-y et
la modulation de FasL. Cette hypothése s’est vérifiée, mais qu’en partie, suite au
blocage des interactions Fas-FasL. L’étude des voies d’apoptose mitochondriale

aurait pu offrir une explication complémentaire.
7.1.2 La programmation

L’asynchronie entre le pic de concentration d’IFN-y et les phénotypes observés nous
suggere trés fortement que les hauts niveaux d’IFN-y au jour 4 post-AHCT chez les
receveurs IFN-yRI déficients programment les phénotypes divergents au jour 15 chez
les cellules de type donneur. En effet, dés le jour 8 les concentrations d’IFN-y sont
moindres, et semblables, chez les deux types de receveurs. De plus, il est connu que
les cellules recevant un signal IFN-y deviennent rapidement insensibles & celui-ci*'*.

213305 ot la contraction des

Nous savons que I’IFN-y programme [|’activation
lymphocytes T, particuliérement des lymphocytes T CDS. Nous avons démontré
que l’acquisition du marqueur d’activation CD43/1B11 sur les cellules du donneur
¢tait plus précoce dans un hote IFN-y déficient (Article I, Figure 3). Un suivi dans le
temps de marqueurs témoignant d’une différenciation en Short-term effectors (T-bet

et KLRG1)** aurait appuyé le concept d’une programmation par I’exposition a des

hautes concentrations d’IFN-y.

Cette idée de programmation précoce par ’IFN-y est largement démontrée dans des
modeles infectieux™*® et méme dans certains modéles de GVHD. En effet, I’injection
d’IFN-y post-AHCT peut prévenir la GVHD, possiblement en programmant 1’échec
de I’expansion des lymphocytes T. En effet, on a montré que I’injection d’IFN-y dans
les trois premier jours était essentielle, supportant I’idée de programmation, mais
qu’elle devait étre poursuivie pendant 5 semaines, suggérant que les signaux
précocement induits par 'IFN-y ne sont pas suffisants®”’. Il est possible que les
cellules de type donneur redeviennent graduellement sensibles a I’'IFN-y (par la ré-

. r 214 < . . . . .
expression de leur récepteur)”” dans notre modele et qu’ainsi, une signalisation IFN-
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y soutenue puisse ajouter a I’effet de programmation par des effets anti-prolifératifs et

pro-apoptotiques directs.

Le phénomene de programmation a surement des fondements transcriptionnels. Les
réponses cellulaires découlant d’une signalisation par I'IFN-y se font en vagues
successives (par le biais de I'IRF-1 notamment), laissant présager que les effets d’une
stimulation par ’IFN-y se prolongent dans le temps. Des études de micro-puces
d’ADNc ou de séquengage d’ARN, faites dans le temps in-vivo ou in-vitro avec un
inhibiteur de la traduction (et donc des vagues de transcription secondaires) telle la
cyclohexemide®®, pourraient nous aider a disséquer plus précisément ce concept

encore vague de programmation.

Tel que nous 1’avons souligné dans 1’introduction, le concept de programmation sert
I’homéostasie lymphocytaire et immunitaire. Les roles homéostatiques de I'IFN-y
n’ont pas été examinés dans nos travaux. Parmi eux, notons la génération de TReg *'°
et de cellules myéloides aux propriétés immunorégulatrices et antiprolifératives suite
a une induction d’IDO et d’iNOS*”~'°. Outre I’effet direct de I'TFN-y sur les tissus de
I’héte, la présence de cellules régulatrices dans les infiltrats pourrait moduler les

dommages histologiques et éventuellement la survie.
7.2-IFN-y et organes cibles de la GVHD, mécanismes a entrevoir
7.2.1 — Le systeme hématopoiétique comme cible

L’IFN-y, sécrété par les cellules alloréactives du donneur’’, améne dans notre
modele un effet greffon contre greffon en limitant la reconstitution hémato-
lymphoide de type donneur. L’IFN-y limite la GVHD dans la plupart des systemes
expérimentaux, mais 1’augmente dans des contextes ou le receveur ne recoit pas de

traitements myéloablatifs®''

avant la greffe (par exemple les modé¢les de « parent dans
F1 » : le receveur reconnait les cellules du receveur comme faisant parti du soi et ne
les rejette pas, mais les cellules du donneur reconnaissent les cellules de 1’hote

r \ 221,224
comme étrangeres)”

. Une bonne partie de cette dichotomie s’explique par le role
important de I’'I[FN-y dans 1’élimination des cellules hématopoiétiques de 1’hote.
Ainsi, méme dans le contexte allogénique, le role anti-hématopoiétique de I’'TFN-y

s’observe.
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7.2.2 — La densité antigénique et la GVHD, implications pour l'immunologie

anti-tumorale.

Une hypothése attrayante, découlant de nos études sur des tumeurs'”’

, était que
I’induction de I’expression du MHC sur les cellules non-hématopoiétiques par I'IFN-
Y amenerait une reconnaissance accrue via le TCR et une dégranulation des
lymphocytes T. Une étude avait d’ailleurs suggérée que I’atteinte variable des
organes cibles selon les modeles murins de GVHD dépendait de la distribution des
antigénes dans ces tissus’'%. Dans notre modéle, nous montrons que I’IFN-y augmente
I’expression du MHC, mais que cela ne corréle pas nécessairement avec la sévérité de
la pathologie ni avec la dégranulation des lymphocytes T CDS infiltrants. Pourtant,
dans la rate, ou on peut présumer que la plupart des cibles étaient des cellules
hématopoiétiques de type receveur, la dégranulation était active. L’utilisation du
systéme perforine/granzyme serait donc limitée aux compartiments hémato-
lymphoides. Cette observation améne deux questions intéressantes; 1) Faut-il
d’autres signaux afin de permettre une dégranulation, ou bien la dégranulation est-elle

inhibée dans les tissus cibles de la GVHD? et 2) Les lymphocytes T CDS infiltrants

sont-ils de bons effecteurs ?

Nous nous limiterons a proposer que deux hypotheéses afin d’offrir une réponse
plausible a la premiére question. En lien avec le reste des travaux présentés dans cette
thése, nous pouvons spéculer que des facteurs tels l’irradiation, ménent a une
production accrue de TGF-B dans les tissus cibles, inhibant la dégranulation®*’. Aussi,
il est possible que des interactions cellulaires directes et spécifiques, ou la présence
de chimiokines dans D’environnement des organes lymphoides, facilitent la

dégranulation.

La deuxiéme question souléve une hypothése intéressante, le lymphocyte T CD8
hyper-activé dans les organes lymphoides pendant les phases précoces de la GVHD
pourrait montrer des signes d’épuisement (exhaustion) suite a I’exposition a I’ITFN-y
et a la perforine®'®. Le foie est un site d’accumulation privilégié de lymphocytes

160

313314 ot souffre davantage de la cytotoxicité FasL-dépendante'®”,

€puisés et sénescents
non-spécifique et active chez les lymphocytes apoptotiques. L’infiltration de

lymphocytes dans les tissus cibles de la GVHD pourrait avoir d’autres roles que la
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cytotoxité directe, en favorisant par exemple I’entrée d’effecteurs non-T (décrit au

point 8.2)

L’IFN-y contribue a I’effet anti-hématopoiétique et est un rouage déterminant des
réactions GVT?**"*317 Serait-il possible qu’un lien existe entre les deux, expliquant
pourquoi I’effet GVT chez I’humain ne s’observe a toutes fins pratiques que dans les
néoplasies hémato-lymphoides ? L’IFN-y pourrait directement étre toxique pour les
cellules hématopoiétiques néoplasiques et son effet étre dépendant du contexte de
I’organe  hémato-lymphoide. Les cellules hémato-lymphoides expriment
constitutivement les complexes MHC a leur surface et ainsi semblent étre de bonnes
cibles pour la reconnaissance par le TCR menant a une exocytose de perforine et
granzyme. On a méme déja montré chez la souris que le systéme perforine/granzyme

était essentiel pour 1’effet GVT, mais accessoire pour la GVHD"*!¥

. De plus, le
contact direct des lymphocytes T avec leurs cibles semble plus important pour I’effet
GVT que pour I’effet GVHD*'®. L’IFN-y, le MHC et le systéme perforine/granzyme
sont des déterminants essentiels de 1’effet GVT'®’, mais pas de la GVHD. Cette
dichotomie offre un canevas pour réfléchir aux moyens de séparation des deux

315,317

effets en AHCT humaine et nous y reviendrons bri¢vement au point 9.

7.2.3-Toxicite directe sur les tissus cibles

La toxicit¢ de I’IFN-y ne touche pas seulement les cellules hémato-lymphoides.
L’absence de maladie intestinale chez les receveurs IFN-yRI-déficients est a cet égard
particuliérement pertinente car I’atteinte intestinale en GVHD est une cause
importante de morbidit¢ chez I’humain®’®. L’IFN-y et le TNF-o perturbent
I’homéostasie des cellules épithéliales directement en activant la voie AKT et Wnt*>.
De plus, 'IFN-y est un activateur potentiel de la synthése et de la sécrétion de
nombreuses chimiokines et molécules d’adhésion pouvant influencer le trafic des
leucocytes (notons VCAM-1, ICAM-1, CCL5, CCL3, CCL4, CXCL9, CCL2 et
CXCL10)'”. Nos données non-publiées révélent toutefois que 1’expression de
VCAM-1 et ICAM-1, importants dans la GVHD hépatique®', n’est pas perturbée
chez les souris IFN-yRI déficientes. De plus, les systeémes chimiokiniens sont si

321

redondants™ qu’il est difficile d’identifier un seul coupable. Par contre, I’'IFN-y

pourrait contréler I’ampleur des réponses chimiokiniennes et ainsi influer sur
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I’infiltration leucocytaire quantitativement. Les effets protecteurs de I'IFN-y sur le
tissu pulmonaire restent mystérieux, méme aux yeux des auteurs qui les premiers ont
observé le phénotype™®. On a évoqué un rdle au niveau du recrutement et de
I’expansion leucocytaire intra-parenchymateuse (d’ailleurs largement supporté par

295

d’autres modeles™ ). Le fait que I’atteinte pulmonaire en GVHD soit augmentée par

les réponses Th17 pourrait aussi offrir quelques pistes'>®**

. Les mécanismes qui
sous-tendent ’effet de 1’'IL-22, de I’IL-6 et de I’'IL-17 (encore largement inconnus)
dans le recrutement d’effecteurs myéloides (article I, Figure 1) pourraient étre
réprimés par 'IFN-y*>*. De plus, I'IFN-y est un inhibiteur de la néoangiogénése, ce
qui contribue & son effet anti-tumoral'”. On vient de mettre en évidence que
I’inhibition du recrutement de progéniteurs endothéliaux aux sites de GVHD
contribue a atténuer la sévérité de la maladie’”. Peut-étre que I'IFN-y inhibe la

néovascularisation dans le poumon et ainsi limite la maladie.

8- L’axe TGF-B/SMAD3, la GVHD et la physiologie des lymphocytes T (Article 11,
Il et Annexe 1)

8.1-Impact de SMAD3 sur la GVHD

Le deuxiéme article inclu dans cette thése cherchait a découvrir si SMAD3, un
médiateur canonique de TGF-B dans les cellules du donneur modulait la GVHD.
Nous suspections que oui, compte tenu du role prépondérant de SMAD3 dans
I’immunité et 1’association entre les niveaux de transcrits de SMAD3 dans les
lymphocytes T CD4 des donneurs et la GVHD, soulevée par Baron et al'’'. Notre
mod¢le murin montre une trés forte influence de 1’absence de SMAD3 sur I’incidence
et la sévérité¢ de la GVHD. En effet, les souris receveuses de greffons SMAD3-KO
mourraient presque toutes secondairement a une atteinte colique, alors que les
receveuses de greffons WT survivaient a long terme. Une différenciation Thl et une
expansion/infiltration de cellules myéloides surtout granulocytaires caractérisaient ce
phénotype. Cependant, 1’absence de SMAD?3 dans les compartiments T et myéloides
¢tait nécessaire pour amener un phénotype létal chez tous les animaux (Article II,
Figure 4). Notre modele est donc un point de départ intéressant pour réfléchir aux
acteurs autres que les cellules T dans la GVHD ainsi qu’aux interactions et

interdépendances leucocytaires.
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8.2-Les sous-types cellulaires «non-T» et la GVHD

Les macrophages, les cellules NK et a moindre titre les neutrophiles sont tous
impliqués dans la GVHD aigué et chronique'®. Pourtant, le réle précis de ces sous-
types de cellules dans les dommages tissulaires reste vague. En effet, on évoque leur
participation dans la présentation antigénique'*”"*, la propagation et/ou régulation de
I’inflammation ainsi qu’au remodelage tissulaire, sans quantifier leur apport ni
¢laborer sur les mécanismes qui les contrdlent (outre ceux directement dépendant des

138,141 . 7 ’ .
", Nos connaissances sont davantage axées sur les déterminants

lymphocytes T)
de la réponse T, essentielle pour le déclanchement de la maladie, mais probablement
insuffisante pour en expliquer toutes les conséquences pathophysiologiques et
cliniques. Aussi, il nous faut considérer une variable incontournable: le temps. En
effet, les roles des cytokines maitresses et des sous-types cellulaires changent tout au

’ . - 281
cours de I’évolution de la maladie®®'.

8.2.1 La réponse innée et la GVHD

Nous emprunterons aux maladies inflammatoires chroniques certaines idées pouvant

¢largir notre conception de ce qu’est la GVHD.

Tout comme la réponse adaptative, la réponse innée comprend elle aussi une forme
de «contraction programmée»’>*. Les macrophages et les neutrophiles collaborent
dans cette régulation'? qui est nécessaire pour protéger I’héte des conséquences d’une
inflammation soutenue. Briévement, la contraction de la réponse inflammatoire des
macrophages et des neutrophiles s’¢labore a partir d’une « conversion lipidique » ou
la synthese de lipides pro-inflammatoires a partir de I’acide arachidonique cesse et est
remplacée par la synthése de lipoxines et résolvines anti-inflammatoires. La synthése
des médiateurs de I’inflammation, tel la céruloplasmine, cesse et du cortisol est
synthétisé a partir de la cortisone circulante®’. Parmi les orchestrateurs principaux de

2 . 7
326 soulignant la présence d’une

cette conversion nous retrouvons le TNF-a et ’TFN-y
autre boucle de rétro-action négative. Ainsi, on propose que les macrophages
résidants dans les tissus attirent les neutrophiles suite a un signal de danger, et que
I’activation subséquente des neutrophiles attire d’autres neutrophiles et des

macrophages. L’apoptose rapide des neutrophiles, et leur phagocytose par les
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macrophages induisent chez ces derniers un programme tolérogéne caractérisé entre
autres par la sécrétion d’IL-10 et de TGF-B'***"?** Le TGF-p a deux roles: la
suppression des fonctions effectrices des cellules immunitaires et la stimulation du
remodelage tissulaire'”. Plusieurs maladies humaines sont la conséquence d’une
inflammation qui ne peut se résoudre, souvent a cause d’une constante ré-initiation®”.
Les maladies inflammatoires de 1’intestin sont un exemple probant et peut-étre la
GVHD, surtout dans sa chronicisation. Une assimilation défectueuse des signaux
é¢manant du TGF-BR, causée par une réduction de SMAD3, pourrait perpétuer le
processus inflammatoire tout en permettant au TGF-f de stimuler la formation de
fibrose a long terme™'. De plus, la perpétuation de la réponse inflammatoire peut
aussi découler d’un défaut dans la régulation de I’immunité innée par I’immunité
adaptative. Le contexte lymphopénique post-AHCT pourrait contribuer
paradoxalement a certaines formes d’auto-agressions telles qu’observées dans des

. e - 330
contextes d’immunodéficiences congénitales™ .

Bien qu’encore incertain, des polymorphismes dans NOD2/CARDIS5 pourraient
influencer la GVHD'7*'7¢. Cette possible association ameéne la 1’hypothése que la
régulation des inflammasomes, plateformes moléculaires menant a la sécrétion de
I’IL-1p**", sont des acteurs plausibles de la GVHD. L’IL-1p est une cytokine centrale
du systéme monocyte/macrophage qui initie et perpétue la réponse inflammatoire et
dont I’inhibition améliore plusieurs conditions inflammatoires chroniques chez

331,332

I’humain . L’inhibition pharmacologique de I’IL-1B peut se faire par des

agonistes d’un inhibiteur naturel de la cytokine: I'IL-1RA (IL-1 receptor
antagonist)™>'.  Des variations inter-individuelles dans I’'IL1-RA influencent
d’ailleurs la GVHD chez I’humain®”. Les inflammasomes sont activés par des
signaux de dangers et peuvent étre négativement régulés par plusieurs molécules
provenant de microbes ainsi que par les lymphocytes T CD4 activés®*. Trés peu
d’études lient la biologie des inflammasomes et la voie TGF-B**°, mais une
interaction dans la non-résolution et la ré-initiation de 1’inflammation (par des

signaux de danger) pourrait étre envisagée.

8.2.2- Les neutrophiles comme nouveaux joueurs de la GVHD
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La présence de neutrophiles correle avec la sévérité de la GVHD, mais il est difficile
de jauger exactement s’ils sont acteurs ou spectateurs’ . Nous croyons étre les
premiers & montrer qu'un facteur (SMAD3) prévient la GVHD en jouant un role
essentiel chez les cellules myéloides, possiblement en réprimant les fonctions

cytotoxiques des neutrophiles dans les organes cibles.

Ce qui est connu de la relation entre les neutrophiles et le TGF-B se résume a la
répression des fonctions effectrices reliées a la génération de radicaux libres”” et a la

sécrétion granulaire 7 ainsi qu’a la grande capacité chimiotactique du TGF-B>'.

274
4 Nous

Cette derniére fonction serait d’ailleurs en grande partie SMAD3-dépendante
pouvons présumer que SMAD3 régule beaucoup plus de processus reliés a la biologie

des neutrophiles suite a notre étude.

En premier lieu, ’ontogénie. Les cavités osseuses des receveurs de greffons SMAD3-
KO montraient une hyper-cellularit¢ et une déviation myéloide. Un examen
microscopique confirmait la présence de neutrophiles matures (Article II, Figure 6).
Nous savions que le TGF-B réprimait 1’expansion des cellules myéloides***" dans
des contextes inflammatoires, mais nos données suggerent que la partie SMAD3 de
cette répression touche davantage la lignée granulocytaire. Rappelons que chez les
souris SMAD3 non-manipulées, aucune my¢éloprolifération est détectée. C’est donc le
contexte post-AHCT qui déclenche cette expansion granulocytaire. Deux principales
hypothéses non-exclusives doivent étre considérées : 1) L’expansion granulocytaire
est secondaire a un facteur inflammatoire et/ou 2) I’expansion granulocytaire est
secondaire a une réponse sous-optimale au TGF-B. Nos données peuvent déja nous
aider a répondre a la deuxiéme question. En effet, in vitro le TGF-B réduit de fagcon
SMAD?3-dépendante la génération de granulocytes. Ceci dit, cette régulation par le
TGF-B n’est pas constitutive, ce qui nous force a chercher un signal activateur. Le
milieu de méthylcellulose que nous avons utilisé contient entre autre de 1’IL-6, une
cytokine abondante chez les receveurs de cellules SMAD3-KO (au moins dans le
colon — Article II, Figure 5) et un facteur de croissance granulocytaire notoire'®.
D’autres candidats dont la signalisation serait accrue en 1’absence de SMAD3 sont

aussi possibles (ex : G-CSF).
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Le TGF-B est un facteur chimiotactique pour les neutrophiles. Cette propriété est
toutefois dépendante du contexte, et une forte inflammation pourrait en fait inhiber la
transmigration®>". Nous n’avons pas directement évalué la capacité de migration vers
le colon, mais une étude récente sur le role du TGF-f3 dans la répression des fonctions
anti-tumorales  des  neutrophiles démontre que le TGF-B  réprime
transcriptionnellement plusieurs chimiokines et molécules d’adhésion dont CCL2 et
CCL5 chez les neutrophiles’”. Une étude immunohistochimique sur des spécimens de
colons et des études en cytométrie sur des neutrophiles infiltrants le colon pourrait
dans un premier temps nous renseigner sur la modulation de plusieurs molécules

d’adhésion (notamment MAdCAM, VCAM-1, ICAM-1) et leur ligand.

Les impacts d’une dérégulation de SMAD3 touchent plusieurs types cellulaires.
Rappelons que 1’absence de SMAD3 dans les compartiments myéloides et
lymphoides T du greffon est nécessaire pour amener une GVHD létale chez tous les
receveurs. Ainsi, plusieurs fonctions des neutrophiles dans notre modéle sont
indirectes et T-dépendantes. Nous savons que le potentiel cytotoxique tel que mesuré
par DHR aprés une bréve stimulation est différent entre des granulocytes SMAD3-
KO et WT, mais il serait étonnant que le milieu riche en IFN-y et TNF-a du colon
post-AHCT dans notre modele n’influence en rien les fonctions des

17933 La contribution relative de SMAD3 endogéne et exogéne (i.e dans

neutrophiles
un autre type cellulaire) est difficile a déterminer. Cependant, I’analyse des contenus
granulaires, la régulation de geénes participants a la cytotoxicité, notamment le
complexe NADPH oxidase par PCR en temps réel sont possibles. De plus des essais
de phagocytose et de cytotoxicité directe’’ avec des neutrophiles fraichement extraits
sont envisagables. De telles analyses faites sur des neutrophiles SMAD3-KO extraits

de contextes différents pourraient nous livrer quelques indices sur I’importance des

influences externes.
8.3-SMAD3 et les lymphocytes T

L’implication de SMAD?3 dans I’expansion et la cytotoxicité de sous-types de cellules
non-lymphoides et leur réle dans la GVHD fut une révélation. Cependant, Iarticle II
nous confirme ce que nous aurions pu anticiper du role de ’axe TGF-B/SMAD3 chez

les lymphocytes T CD4 en GVHD. En effet, nous avons confirmé ce que certains
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avaient montré ou suggéré en démontrant que SMAD3 inhibe la prolifération des

lymphocytes T CD4>* 33

et favorise I’expression du facteur de transcription FoxP
maitre d’ceuvre de la différenciation TReg. De plus, nous montrons que SMAD?3 joue
un role dans la répression de T-bet lors d’une différenciation Thl in-vitro, ce que
d’autres avaient mis en doute®*”. La GVHD aigué étant une réponse de type Thl,
nous anticipions que SMAD3 chez les lymphocytes T CD4 influencerait la
différenciation Thl. L’absence de «compensation» vers un phénotype TReg des

cellules de donneurs WT in-vivo nous a par ailleurs surpris.

Nous avons aussi confirmé que SMAD3 n’influencait pas la prolifération des CD8**.
De plus, ’absence d’infiltration significative des colons par des lymphocytes T CD8
a fait en sorte que nous n’avons pas investigué¢ les roles possibles de SMAD3 chez
ceux-ci. Compte tenu que TGF-B réprime les mécanismes cytotoxiques 2* et que la
modulation de I’expression de T-bet’' détermine la différenciation des lymphocytes T
CD8, il est probable que SMAD?3 contribue aussi a la biologie de ces derniers. Des
modeles infectieux, tumoraux ou I’utilisation de modeles de GVHD dépendant des
g300

lymphocytes T CD
de SMAD?3 chez les lymphocytes T CDS.

pourraient étre envisagés afin de directement évaluer le role

L’article III et ’annexe I comportent plusieurs nouvelles données suggérant que 1’axe
TGF-B3/SMAD3 est important dans le maintien de la tolérance des lymphocytes T
CD4 et seront développées au point 8.4.

8.3.1 Les phénotypes Th, la régulation et la GVHD

Les mécanismes limitant ou régulant la différenciation Thl sont susceptibles d’avoir
un impact majeur sur le développement de la GVHD. C’est peut-Etre 1a le rdle le plus
fondamental de SMAD3 dans les lymphocytes T. Le role central de SMAD3 dans
I’interconversion par 1’ajout de TGF-f de I’expression de T-bet et FoxP3 dans des
conditions de cultures dirigeant une différenciation Thl est révélateur (Article II,
Figure 1). En effet, elle nous montre que le lymphocyte T CD4 WT placé dans des
conditions optimales de différenciation Thl est extrémement vulnérable a 1’action du
TGF-B. En fait, FoxP3 est induit aussi fortement que dans des conditions de

250,277

différenciation TReg. SMAD3 vraisemblablement se lie aux deux promoteurs et
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y influence la transcription de fagon opposée. De plus, SMAD3 se lie a un enhancer
du géne FoxP3 avec NFAT>' suggérant que D’activation T prédispose a une
régulation par SMAD3. Cette dernicre boucle de rétroaction négative est
probablement hautement pertinente pour la régulation de la réponse Thl. Nous n’en
avons toutefois pas trouvé de trace convaincante in vivo. Une autre surprise fut
I’absence d’une signature Th17 chez un ou I’autre des receveurs. En fait, les hauts
niveaux d’IL-6, la présence de neutrophiles et le réle connu de TGF-§ et de SMAD3
dans le choix de différenciation TReg/Th17°7***** nous ont fait croire que les Th17
auraient un role a jouer chez les receveurs de greffons SMAD3-KO. La somme des
influences a favorisé une différenciation Thl chez les receveurs de cellules SMAD3-
KO. Ces influences sont probablement des facteurs locaux car l’infiltration de
cellules Thl était seulement observable dans le colon, méme aux moments plus
précoces, avant I’apparition d’infiltrats inflammatoires significatifs. On connait bien
I’influence des phénotypes Th sur le type d’organes cibles'®, mais qu’en est-il de
I’influence de I’environnement des organes sur la différenciation et le maintien des
schémes Th ? On pourrait imaginer que 1’environnement intestinal inflammatoire
favorise entre autres la maturation des APC in-situ ou dans les plaques de Peyer et la

sécrétion d’1L-12.

Un autre facteur pourrait expliquer la prépondérance d’effecteurs Thl chez les
receveurs de greffons SMAD3-KO. Le TGF-B est un facteur de survie pour les
lymphocytes naifs. Il a été démontré que les lymphocytes T déficients pour le TGF-
BR meurent, a moins de se différencier en effecteurs Th1**. Par contre, les
lymphocytes porteurs d’une double déficience de TGF-BR et T-bet sont grandement
susceptibles a I’apotose. T-bet est donc lui aussi un facteur de survie, possiblement
grace a une signalisation via CD122, la chaine 3 des récepteurs a I’'IL-15 et I’IL-2. Se
peut-il que les autres types d’effecteurs Th SMAD3-KO in vivo soient défavorisés ?
La régulation de la réponse immunitaire T par apoptose est déterminante. Le role de

SMAD3 dans ce processus est inconnu.
8.4-Quels pourraient étre les fondements de |’effet tolérogene de SMAD3 ?

Le TGF-f freine la prolifération des lymphocytes suite a une stimulation par le TCR

ou I'IL-2. La partie SMAD3-dépendante de cette inhibition s’observe dans des
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contextes de stimulation par le TCR et non par I'IL-2 **®. Nos données solidifient et
précisent ces résultats en montrant que SMAD3 ne freine pas la cinétique de
prolifération TGF-B-dépendante des lymphocytes T naifs suite a une stimulation par
le TCR, mais plutdét que SMAD3 diminue le pourcentage de cellules qui parviennent
a se diviser. Les concepts actuels d’activation T suggeérent qu’apres une stimulation
productive, un lymphocyte T se divisera au moins 7 fois, méme en 1’absence de
stimulation continue®. Ainsi, SMAD3 pourrait étre un rhéostat moléculaire et
transcriptionnel, augmentant le seuil requis pour déclencher I’activation via le TCR.
L’article 3 renforcit cette hypothése en suggérant fortement que I’effet inhibiteur
tonique du TGF-f s’exerce a des niveaux faibles de stimulation par le TCR et que
seuls les stimulus forts parviennent a inhiber la transcription SMAD-dépendante. De
plus, I’inhibition de la transcription SMAD-dépendante dans ces cas la serait
vraisemblablement tributaire d’une baisse sélective de la phosphorylation de SMAD3

par rapport a SMAD?2.

C’est a la lumiere de ces résultats que nous avons interprété nos données de micro-
puces d’ADNc. Précisément, nous cherchions a savoir quels sont les transcrits régulés
par SMAD?3 en quiescence et lors des étapes précoces d’activation via le TCR. En fait
pouvons-nous traduire en geénes cette notion élusive de seuil d’activation ? L’axe
TGF-B/SMAD3, est impliqué dans la transcription de nombreux genes dont les
fonctions connues se rattachent a une foule de processus biologiques différents et
parfois difficiles a relier. Il est possible cependant qu’un régulateur tel que 1’axe
TGF-B/SMAD?3 parvienne a moduler la tolérance en agissant sur plusieurs voies

différentes mais fonctionnellement reliées’*.

Nous avons choisi d’approfondir deux processus dont le role dans le maintien de la
quiescence est plausible : le controle des voies métaboliques et calciques. Le rdle de
I’influx calcique dans les phases précoces de I’activation T est établi**>**. La réponse
des lymphocytes T déficients pour le géne du TGF-P a une faible stimulation via le
TCR semble d’ailleurs étre calcineurine-dépendante®*®. De plus, le TGF-p inhibe la
Tec-kinase ITK dont le réle dans ’activation T par les flux calciques est démontré*®.
En I’absence de SMAD3, les lymphocytes T CD4 expriment plusieurs transcrits de

protéines qui sont des joueurs importants dans la signalisation calcique, dont la
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calcineurine elle-méme (Annexe 1, Figure 3B -Ppp3ca). Si SMAD3 réprime la
transcription de ces genes de telle facon que la mobilisation du calcium puisse €tre
modulée, nous pourrions expliquer, au moins en partie, la réduction du seuil
d’activation des lymphocytes T CD4 SMAD?3 déficients. Nous prévoyons dans un
premier temps mesurer les flux calciques en présence ou en absence de TGF- chez
des lymphocytes T CD4 WT ou SMAD3-KO in vitro afin de vérifier si en effet
I’ampleur et la rapidité de la mobilisation calcique est modulée par I’axe TGF-

B/SMAD?3 lors d’une stimulation par le TCR.
L’hypothése métabolique est attrayante pour deux raisons :

1) d’une part, le passage entre la quiescence et la prolifération/activation requiert une

27,34 . , .
737 Nous entendons par conversion métabolique un

conversion métabolique
changement dans la fagon de générer de 1’énergie. Le lymphocyte quiescent utilise le
catabolisme d’une grande variété de substrats pour générer de 1’énergie et repose
essentiellement sur la phosphorylation oxydative pour générer des molécules d’ATP.
Par contre, le lymphocyte activé s’hypertrophie et devient largement anabolique,
reposant sur I’activité glycolytique pour ces besoins énergétiques. Ces changements
morphologique et biochimique surviennent avant la premiére division et donc
correlent dans le temps avec nos études de micro-puces d’ADNec. Si ’effet global de
SMAD?3 est de freiner cette conversion en favorisant AMPK ou en limitant la voie
mTOR, nous pourrions sérieusement donner un substratum biochimique a la vague
notion de seuil d’activation. La conversion métabolique n’est pas anodine et surtout,
elle n’est pas seulement une conséquence passive de l’activation. Par exemple,
I’activité¢ de la voie mTOR détermine les phénotypes T. En effet, les souris mTOR
déficientes ne peuvent se différencier en effecteurs Thl ou Th2 et deviennent des
TReg’® et Iinhibition de mTOR par rapamycine est une stratégie

349351 De plus, Dactivation pharmacologique de la

immunosuppressive ¢établie
phosphorylation oxidative durant les phases précoces d’une réaction anti-ovalbumine
(premiére semaine) favorise le développement de cellules mémoires™ . Mentionnons
¢galement que le gene FOXO3a (Annexe 1, figure 3B) est modestement induit chez
les cellules WT en présence de TGF-f (1.7 fois par rapport aux cellules SMAD3-

KO), mais pas lors de la double stimulation TGF-B/anti CD3/CD28 (données non-
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montrées). Les génes FOXO (4 paralogues chez les mammiféres)* sont des acteurs

354
et sont

fondamentaux de la quiescence chez de nombreux types cellulaires
inactivés par phosphorylation suite a une signalisation en aval des récepteurs de
facteurs de croissance. Au surplus, ces facteurs de transcriptions agissent en synergie
avec les complexes SMAD>. FOXO1 est essentiel au maintien de la tolérance®’ et
FOXO3a contrdle négativement la voie NF-kp et inhibe ainsi I’activation chez les
lymphocytes primaires T>>°. De plus, FOXO3a et FOXO1 sont des maillons

essentiels de la différenciation TReg par le TGF-P en périphérie®’>*,

2) La régulation de la croissance et de 1’utilisation des ressources énergétiques est une
fonction ancestrale de la voie TGF-B. En effet, ’absence de TGF-§ (daf-7) chez le
nématode C. Elegans, améne le développement du stade Dauer (pause dans le
développement larvaire lorsque les ressources alimentaires sont insuffisantes pour
supporter la croissance)’>®. Chez le nématode, le TGF-B est donc pro-anabolique,
aux antipodes de notre hypotheése au sujet d’un role possible de 1’axe TGF-B/SMAD3
dans le maintien d’un métabolisme catabolique chez les lymphocytes quiescents. Ceci
dit, les mammiferes et C.Elegans ont aussi des voies TGF-B/SMAD aux antipodes.
En effet, chez C.Elegans 1’orthologue de SMAD2 et SMAD3 inhibe 1’orthologue du
co-SMAD SMADA4, plutdt que de collaborer avec lui*®'. Alors, nous pouvons croire
que ’axe TGF-B/SMAD3 est un candidat légitime dans le controle des voies
métaboliques chez le lymphocyte T CD4. Dans un premier temps, nous vérifierons si
I’hypertrophie cellulaire et la consommation de glucose sont altérées chez les
lymphocytes T CD4 SMAD3-KO dans des contextes de quiescence et d’activation in-
vitro. Aussi, nous mesurerons I’activité¢ des voies métaboliques principales (AMPK,
mTOR, AKT) par western blot dans les mémes conditions. Si ces résultats suggerent
que SMAD3 est li¢ a D’activation T par le biais de son contrdle sur les voies
métaboliques, nous pourrons directement tester le roéle d’une stimulation de la voie
AMPK (metformine) ou d’une inhibition de la voie mTOR (rapamycine) in vitro et in

vivo dans notre modele de GVHD.

9-Perspectives générales sur la signalisation cytokinienne dans les processus

complexes
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Nous nous attendions a ce que la biologie des cytokines maitresses soit complexe. A
cet effet, John Letterio écrivait en 2005 au sujet du TGF-B: “if one...views...the
principal function of TGF-f signaling to be an arbiter of the response to the many
other environmental signals that act on a cell at any given time” et “...it is important
to remember that the effects of TGF-f on converging signaling cascades are often
both dose and context dependent’®*. Ces deux extraits prédisent tous les concepts
importants que nos travaux ont soulevés au sujet de la signalisation cytokinienne. Le
temps, le lieu et la dose sont pourtant des variables négligées dans la plupart des

363364 45U les succes

modeles généralement utilisés et expliquent peut-Etre les échecs
mitigés®® des approches de blocage de cytokines en GVHD humaine. Ceci est méme
le cas pour le blocage du TNF-a, pourtant lui aussi souvent considéré comme une

cytokine maitresse, surtout dans la pathologie de la GVHD intestinale'®".

Dans un article phare de 2001%

, Ron Germain écrivait : «Here the argument is put
forward that stochastic events, potent amplification mechanisms, feedback controls,
and heterogeneity arising from spatially dispersed cell interactions give rise to many
of the gross properties of the immune systemy. De fagon importante, on y décrivait les
répercussions qu’avait la somme d’influences subtiles sur les phénotypes
immunitaires. Dans 1’article II, nous identifions in-vitro plusieurs effets indéniables,
mais modestes de SMAD3 sur la prolifération et la différenciation de populations
leucocytaires. Cependant, la somme de ces différences (et vraisemblablement les
interactions entre elles) amenait des phénotypes dramatiquement différents aprés une
AHCT (survie sans maladie ou mort). De facon un peu analogue, 1’amalgame
d’influences ou de variations subtiles peut déterminer 1’état d’une cellule. Nos études
de micro-puces d’ADNc révelent que la modulation de génes potentiellement
importants pour le maintien de la tolérance des lymphocytes T CD4 n’est pas
spectaculaire (la plupart de des génes différentiellement exprimés 1’étaient de 1.5 a 2
fois). Toutefois, il demeure possible que cette somme d’altérations converge en

contextes physiologiques™”.

En guise de conclusion a cette section, nous devons peut-étre faire une mise en garde.
Nos modeles murins, ou une réponse a une cytokine est complétement absente ou

séverement affectée par une déficience compléte d’un médiateur central, sont utiles
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afin de mettre en relief les fonctions les plus fondamentales des geénes en question.
Par contre, ces modeles pourraient masquer les véritables roles physiologiques de ces
cytokines en permettant, par exemple, 1’activation de voies alternatives
habituellement non-physiologiques. Un exemple illustrant cette idée a merveille est
I’étrange dualité des R-SMAD. En effet, SMAD2 et SMAD3 peuvent tous deux étre
activés de la méme fagon, se lier a SMAD4 et moduler la transcription. Cependant,
leurs fonctions respectives diffeérent si on procede a des knockdown sélectifs (révélant
généralement que SMAD3 est le médiateur principal de la transcription induite par
TGF-B****%7). La relation est complexe, les deux R-SMAD pouvant notamment entrer
en compétition®®.

SMAD2/SMAD3 que les fonctions cytostatiques de TGF-f (SMAD3-médiées)

En effet, on a pu démontrer en augmentant le ratio

diminuaient®®. De plus, on peut montrer que les actions de I’un ou de ’autre sur la
transcription de certains génes sont contraires (répression/activation)’’*’". Le temps
et I’état de différenciation de cellules pourraient aussi jouer’’>, SMAD3 ayant été
proposé comme un médiateur de la réponse rapide suite a une stimulation par le TGF-
B*®. On peut spéculer que I’absence de SMAD3 pourrait changer toute la
transcription SMAD-dépendante en permettant a SMAD2 d’occuper un réle qu’il n’a
pas dans des contextes normaux. La biologie de modeles non-physiologiques peut

donc nous induire en erreur.

La collecte d’une grande quantit¢ de données quantitatives, idéalement dans des
contextes physiologiques, suivi de simulation et de modélisation, pourrait nous aider
a saisir plus précisément les interactions subtiles entre plusieurs variables qui

373,374

déterminent les phénotypes. La voie TGF-f est déja étudiée sous cet angle et la

modélisation semble déja offrir des hypothéses biologiquement vérifiables®”>~"" .

Malgré toutes ces réserves, les approches actuelles peuvent tout de méme nous livrer

plusieurs connaissances utiles dont la pertinence bio-médicale est réelle.

10-Pertinence et applications

Nos travaux révelent plusieurs €léments qui sont immédiatement pertinents pour
notre compréhension et le traitement de la GVHD humaine. En effet, les problémes

liés a une mauvaise reconstitution hémato-lymphoide post-AHCT (cytopénies,
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immunodéficiences) sont fréquents®’®. L’implication possible d’une exposition a des
concentrations ¢élevées d’IFN-y n’a pourtant jamais été soulevée. Il faudrait dans un
premier temps établir des corrélations dans les niveaux d’IFN-y sanguin et des signes
d’une forte stimulation (par répression de I'IFN-yRII au niveau de ’ARNm par
exemple) par ce dernier dans les leucocytes circulants ou mémes présents dans
d’autres spécimens (moelle osseuse, biopsie d’organes cibles). Il est possible que
certaines variations interindividuelles et/ou des facteurs reliés a la procédure comme
telle (quantité de cellules T greffées par exemple) contribuent a faire varier le taux
d’IFN-y (ou la sensibilit¢ des cellules a celui-ci) post-AHCT. Il est plausible que
certains patients puissent bénéficier d’une manipulation des niveaux d’IFN-y
précocement post-greffe (par anticorps bloquants par exemple). Une diminution, et
non un blocage total, pourrait peut-étre permettre de limiter les effets négatifs de
I’TFN-y, sans toutefois perdre le role protecteur de ce dernier au niveau pulmonaire ou
compromettre I’effet GVT. La somme des risques reliés a un blocage de I’'I[FN-y post-
AHCT reste trées grande. En effet, les barrieres méthodologiques et surtout
régulatrices®” touchant les essais cliniques visant la manipulation des processus
physiopathologiques complexes sont encore nombreuses. Cependant, des essais
cliniques sont en cours ou [’efficacité d’anticorps monoclonaux anti-IFN-y est

380
. Dans

évaluée (sclérose en plaque, maladie de Crohn, arthrite rhumatoide et lupus)
certains de ces cas, le blocage de I'I[FN-y semble porter fruit sans causer d’effets
secondaires catastrophiques (telle I’accumulation d’effecteurs lymphocytaires ou une
inflammation pulmonaire). De facon plus prudente, les données que nous avons
générées in vivo chez la souris pourraient étre fort utiles dans les protocoles
d’expansion et de différenciation de lymphocytes T in vitro. La thérapie cellulaire par
transfert adoptif de lymphocytes est une approche contemporaine pour traiter

382384 g effet, limiter la

certaines infections virales™' et quelques néoplasies
concentration d’IFN-y a laquelle les cellules T sont exposées dans les phases précoces
de leur stimulation pourrait favoriser leur survie aprés le transfert chez le patient et
possiblement méme la formation de cellules mémoires’'~**'. Ce dernier aspect n’est
pas a négliger car les protocoles actuels d’expansion de cellules T ex-vivo générent

des effecteurs CD8 différenciés de fagon terminale dont la survie in vivo est courte®®’.
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La GVHD intestinale est une des, ou la plus importante des, complications de
’AHCT*"**. La recherche de traitements efficaces demeure donc trés active. Nos
travaux ont révélé que ’IFN-y (en agissant sur les cellules intestinales de I’hote) et la
signalisation TGF-B/SMAD3-dépendante (chez les cellules du donneur) sont des
acteurs de premier plan dans la régulation de la GVHD intestinale. La relation
d’antagonisme entre I’IFN-y et le TGF- semble en effet se révéler a merveille dans

I’immunopathologie des maladies inflammatoires du colon®®’~**

, hotamment en ayant
des roles opposés sur la différenciation Thl. Nos travaux montrent que I’IFN-y a des
effets délétéres directs (voir 7.2.3) sur les cellules intestinales post AHCT.
L’expression de SMAD3 dans les cellules du donneur a quant & lui un effet
protecteur. Nous évoquons dans 1’Article II qu’une stimulation de 1’axe TGF-
B/SMAD3 par des probiotiques pourrait se montrer salutaire® . La recherche d’un
effet thérapeutique localisé au niveau intestinal, sans risque d’effets secondaires a
d’autres endroits, est souhaitable. D’ailleurs, des formulations de corticostéroides
topiques ayant peu d’effets systémiques sont déja incorporées dans nos approches
actuelles pour le traitement de la GVHD intestinale™'. Nos travaux soulignent
I’importance des cellules du systtme immunitaire inné dans la GVHD. Il est
généralement reconnu que ces cellules arrivent tardivement dans le processus, bien
aprés D’activation des lymphocytes T. Notre pharmacopée immunosuppressive
moderne centrée sur I’inhibition de la calcineurine et I’inhibition de la synthése des
nucléotides est tres efficace pour prévenir 1’activation T. Cependant, ses effets sont
beaucoup plus modestes pour traiter des processus inflammatoires établis comme la
GVHD dans sa phase symptomatique®””. Bien que plusieurs approches soient en
cours d’étude, le traitement de la GVHD, surtout de sa forme chronique, reste
frustrant. Le « T centrisme » de notre conception de la GVHD est peut-étre
responsable de la lenteur de nos progres. Pourtant, I’hypothése selon laquelle les
cellules du systéme immunitaire inné ont un rdle important a jouer n’est pas neuve.
En effet, dés 1994, une petite étude®” laissait entrevoir que ’on pouvait traiter la
GVHD réfractaire efficacement avec de I'IL-1RA recombinant. Par contre, un tel
traitement donné en prophylaxie immédiatement apres I’AHCT n’était pas efficace

363

pour prévenir la GVHD™ . Peut-étre faut-il mettre au premier plan ’importance du

temps dans la physiopathologie de la GVHD. L’inhibition de I’IL-1, cytokine centrale
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de I’'immunité innée, pourrait étre utile durant la phase clinique de la GVHD alors que
les cellules du systéme inné sont activement impliquées dans la propagation et la
perpétuation de I’inflammation, mais inutile pendant la phase d’alloreconnaisance des
lymphocytes T. De plus, cibler le processus inflammasome/IL-1B, un grand
orchestrateur de I’inflammation plutdt que les cytokines effectrices comme le TNF-a

pourrait s’avérer étre un bon investissement.

Les changements transcriptionnels SMAD3-dépendants et notre découverte d’un lien
entre SMAD3 et les étapes précoces de la réponse des lymphocytes T CD4 pourraient
aussi trouver la route de la médecine translationnelle. En effet, et comme nous
I’avons vu, les événements précoces de I’activation déterminent en grande partie la
vie d’un lymphocyte T. Il est donc possible d’imaginer que la modulation de ces
événements pourrait modifier le décours de la réponse immunitaire en entier. Le
contrdle des voies métaboliques décrites plus haut a déja montré un grand potentiel
dans la génération de lymphocytes T CD8 mémoires in vivo™>***. Un rapport récent
évoque que ’ajout de TGF-B aux cultures d’expansion de lymphocytes T CD8 anti-
tumoraux pourrait favoriser leur survie’”’. Cette derniére trouvaille est intrigante et
mérite qu’on tente d’en découvrir les mécanismes sous-jacents. Nous pouvons
toutefois soulever la possibilité que le TGF-B pourrait restreindre I’expression de T-
bet et 1’action de cytokines telles I'IFN-y et I’'IL-2 et ainsi limiter la différenciation

. 51,385
terminale”

. La mobilisation de I’axe TGF-B/SMAD3 pourrait aussi étre exploitée
afin de générer des TReg™®, en prenant bien garde cependant que les lymphocytes
ainsi générés ne se reconvertissent pas en Th effecteurs aprés leur transfert’’. La

plasticité reste un enjeu d’envergure en immunothérapie adoptive.
Conclusion

La GVHD est une maladie complexe dont la mortalit¢ et morbidité associées
demeurent élevées. Les deux cytokines maitresses I’IFN-y et le TGF-f y jouent des
roles prépondérants. Nos travaux ont permis de raffiner nos connaissances au sujet
des processus que celles-ci régulent. Dans les deux cas, nous avons pu entrevoir la
grande complexité des processus impliqués. Cette complexité s’articule autour de
variables telles le nombre, la nature et la plasticité¢ des acteurs ainsi que les effets de

doses et le temps. Ainsi, nous avons pu constater qu’il est impossible de se soustraire
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du contexte. Au-dela de ces considérations philosophiques (mais bien réelles !), nos
travaux ont mis en relief des éléments importants et pertinents pour la GVHD
humaine, dont les roles déterminants de I’'I[FN-y et de I’axe TGF-B/SMAD3 dans la
GVHD intestinale. A cet égard ’évocation d’une contribution neutrophilique est

peut-étre le fait saillant.

Cette theése est rédigée au milieu d’un projet alliant génomique et immunologie
cellulaire, dont le but est de mieux cerner les effets tolérogénes de SMAD3 chez les
lymphocytes T CD4. Les hypothéses de travail ont émergé des données elles-mémes,
avant d’étre raffinées par nos connaissances. Il en fut d’ailleurs de méme dans le cas
du lien possible entre SMAD3 et la GVHD'"'. Bien qu’idéalisées a I’heure
actuelle®™®™**, les approches globales et non-biaisées permettent de générer, ou de
raffiner, des hypothéses autrement difficiles a faire. En effet, notre habileté a générer
des données et par conséquent des hypothéses a considérablement augmentée au
cours des dernieres années. Malheureusement, notre capacité a interpréter ces
données accuse un retard certain. En effet, les outils méthodologiques servant a
I’¢tude des phénomenes complexes ne nous permettent pas encore de bien traduire en
sens ce que nous observons en signal. C’est a un niveau bien rudimentaire que les
travaux soumis ici nous font réfléchir a la multiplicité des variables (types cellulaires,
organes cibles, temps, dose, etc.). L’intégration et la modélisation de toutes ces

401,402 et sera

variables en biologie et en médecine en est a ses premiers balbutiements
un défi colossal. Les gains potentiels, méme d’une intégration partielle, sont toutefois
immenses et pourront permettre un saut quantique dans notre compréhension du
vivant. Pouvons-nous méme oser penser que pour la premicre fois depuis des siccles,
nous sommes capables d’entrevoir une ere post-réductioniste, ou les systeémes

complexes pourront étre étudiés de fagcon globale ? Peut-étre vivons-nous a une

époque formidable...
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