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Résumé

Dans les cas de lymphopénie, les lymphocytes T résiduels proliférent exagérément
dans un phénomeéne appelé «expansion homéostatique périphérique» (HPE), qui est
efficace pour la régénération des T CD8", mais inefficace pour les T CD4". L’interleukine-
7 (IL7) est une cytokine homéostatique utilisée afin d’augmenter les comptes
lymphocytaires T des patients lymphopéniques. Toutefois, la raison de 1’expansion
préférentielle des lymphocytes T CD8" par 1’IL7 demeure toujours inconnue. Nous
montrons que cette expansion est due au fait que I’IL7 induit une prolifération efficace des
T CD8" périphériques (CD8 peri) ainsi que des émigrants thymiques CD8" (CD8 grgs). Par
contre, I’effet prolifératif de I’IL7 est restreint presqu’uniquement aux CD4 grg, méme si
les CD4 pgr; survivent mieux que les CD4 r1gs. De plus faibles doses d’IL7 sont
nécessaires aux CD4 rrgs afin de phosphoryler STATS ou de proliférer comparativement
aux CD4'pgr; et nous démontrons que les contacts TCR/CMHII sont nécessaires a la
prolifération induite par I’IL7 des CD4 g1, en périphérie. De fait, augmenter au Flt3 ligand
le nombre de cellules dendritiques périphériques d’une souris donneuse, avant de transférer
ses Tperr dans des souris receveuses traitées a 1’IL7 induit une prolifération significative
des CD4'ppg;. Nos résultats indiquent donc que 1’abondance des contacts TCR/CMHII
requs dans le thymus semble controler la sensibilité & I’'IL7 des CD4 g, Finalement,
I’observation que les CD8 prgr; et CD8 rrgs proliférent pareillement pendant la thérapie a
I’IL7, alors que la prolifération des T CD4" est largement restreinte aux RTEs expliquerait
pourquoi, dans les cas de lymphopénie, la régénération des T CD4 " est aussi dépendante de

la thymopoiese.

Mots-clés : Interleukine-7, émigrants thymiques, lymphocytes T, CD4, CDS8, homéostasie,
lymphopénie, TCR, cellules dendritiques, FIt3 ligand
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Abstract

In lymphopenic settings, residual T lymphocytes typically undergo exaggerated
proliferation via homeostatic peripheral expansion (HPE). While HPE efficiently
regenerates CD8" T cells, it is unable to normalize CD4 " T-cell counts. Interleukin-7 (IL7)
is a homeostatic cytokine, currently used in trials in order to increase T-cell counts in
lymphopenic humans. Nowadays, it is still not known why IL7 therapy is more effective
toward the expansion of CD8" T cells rather than CD4" T cells. Here we show that CD8" T
cells preferential expansion is due to IL7-induced efficient proliferation of peripheral CD8"
T cells (CD8+pER1) and CD8" recent thymic emigrants (CD8+RTES). In contrast, the
proliferative action of IL7 is largely restricted to CD4 RrEs although CD4 pgg survive better
than CD4 ggs. Interestingly, CD4 " rrEs require lower concentrations of IL7 in order to
phosphorylate STATS or proliferate when compared to CD4 " pgry, and we demonstrate the
requirement for TCR/MHCII contacts to support the IL7-induced HPE of CD4 g1gs in the
periphery. Furthermore, augmenting the number of MHCII expressing cells in the periphery
of donor mice by treating them with FIt3 ligand (FIt3L) prior transferring their Tpgg; cells in
IL7 therapy-treated recipients, significantly enhances the IL7-induced proliferation of
CD4 pggi. Our results indicate so far that the abundance of TCR triggering occurring inside
the thymus drives IL7 responsiveness of CD4 rrg. Moreover, the observation that
CD8 " pgrr and CD8 g proliferate similarly during IL7 therapy, while proliferation of CD4"
T cells is largely restricted to RTEs, may explain why CD4" T cells regeneration in

lymphopenic settings is highly dependent on thymopoiesis.

Key words: Interleukin-7, recent thymic emigrants, T lymphocytes, CD4, CDS§,
homeostasis, lymphopenia, TCR triggering, dendritic cells, FIt3 ligand
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Chapitre 1

INTRODUCTION



1.1 La greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH)

1.1.1 L’hématopoiese et la greffe de cellules souches hématopoietiques (CSH)

1.1.1.1 L’hématopoiése

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont des cellules pluripotentes,
présentes dans la moelle osseuse, qui peuvent générer toutes les cellules du systeme
hématopoiétique d’un individu (Figure 1). Il y a deux types de CSH fonctionnellement
distinctes : les LT-HSC et les ST-HSC. Les LT-HSC sont des cellules parmi les plus
immatures du systtme hématopoiétiques et peuvent générer une hématopoicse de long
terme. Les ST-HSC, quant a elles sont des cellules souches capables de générer une
hématopoiése de court terme. Le processus de I’hématopoicse lui-méme est complexe et
hiérarchis¢; les CSH ont un potentiel d’auto-renouvellement et peuvent se différencier en
cellules multipotentes appelées cellules progénitrices, capables a leur tour, suivant les
signaux recus, de se différencier en cellules matures du sang et du systéme immunitaire [ 1-
3]. Il y a deux lignées de différenciation, la lignée myéloide et a la lignée lymphoide. La
lignée myéloide produit les érythrocytes, les plaquettes, les monocytes et les granulocytes
(regroupant les neutrophiles, les basophiles et les €osinophiles). La lignée lymphoide
produit les cellules Natural-Killer (NK), les lymphocytes B et les lymphocytes T qui sont
eux-mémes sous-divisés en deux groupes : les lymphocytes T exprimant le co-récepteur
CD4 (T CD4") et les lymphocytes T exprimant le co-récepteur CD8 (T CDS8"). Les deux
lignées peuvent produire des cellules dendritiques (DCs) [4] (Figure 1). Dans les cas de
grefte de CSH, les CSH peuvent étre mobilisées de la moelle vers le sang périphérique par
I’administration de différents facteurs de croissance [5, 6]. Elles migrent ensuite au niveau

de la moelle osseuse et servent a régénérer le systéme hématopoiétique du patient.
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Figure 1. L’hématopoiese. LT-HSC, cellule souche hématopoiétique pouvant générer une
hématopoiése de long terme; ST-HSC, cellule souche hématopoiétique pouvant générer une
hématopoiése de court terme; MPP, cellule progénitrice multipotente; CMP, cellule
progénitrice my¢loide commune; CLP, cellule progénitrice lymphoide commune; MEP,
cellule progénitrice des mégakaryocytes et des érythrocytes; GMP, cellule progénitrice des
granulocytes et des macrophages. Adaptée de J. Larsson et S. Karlsson. 2005. Oncogene.
24(37): p.5676-92.

1.1.1.2 La greffe de CSH

La greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) a initialement été¢ développée
pour deux raisons : la premicre était de soigner des patients avec des anémies ou des
immunodéficiences congénitales en remplacant leur systéme hématopoiétique défectueux
par celui d’un donneur sain. La seconde raison était de permettre I’administration de
traitements chimio- et radiothérapeutiques a hautes doses (appelés traitements
my¢loablatifs) a des patients atteints de divers cancers hématologiques. Malheureusement,
un effet secondaire sérieux de ces traitements est la destruction des cellules progénitrices

saines, ce qui oblige le patient a subir une greffe de CSH provenant d’un donneur sain



(greffe allogénique). Ce type de greffe induit le risque non-négligeable d’un développement
de la réaction du greffon contre I’hote (GvHD; Graft versus Host Disease), maladie grave
durant laquelle les lymphocytes T du donneur s’activent contre les cellules saines du
receveur. Par contre, I’effet bénéfique de la GVHD réside également dans la reconnaissance
des cellules tumorales du patient par les lymphocytes T du donneur (effet GvL; Graft
versus Leukemia) [7]. Plusieurs facteurs peuvent contribuer au développement d’une
GvHD, parmi lesquels un des plus importants est une incompatibilit¢é au niveau des
antigénes majeurs d’histocompatibilité¢ (systtme HLA; discuté plus bas). Toutefois,
d’autres facteurs peuvent également jouer un role non-négligeable dans le développement
de la GvHD, parmi lesquels les antigénes d’histocompatibilité mineurs, les génes controlant
les processus inflammatoires de méme que les cytokines, chemokines et leurs récepteurs
[8]. Une étude a, de fait, récemment démontré que le niveau d’expression de SMAD3, un
composant de la voie de signalisation du TGF-p, dans les cellules T du donneur constituait

un facteur prédictif important du développement d’une GvHD [9].

La premicre greffe de CSH date de 1957 [10] et le premier succes de 1959 [11], et
cette approche demeure toujours la seule thérapie cellulaire curative pour traiter des
désordres hématologiques malins et parfois certaines tumeurs solides. De fait, la greffe de
CSH s’est rapidement individualisée, aprés la découverte et la confirmation de I’importance
de I’histocompatibilité induite par le systeéme des antigénes leucocytaires humains (HLA;

Human Leucocytes Antigens), afin de réduire les risques et le degré de GvHD.

1.1.2  L’importance du systeme HLA

L’histocompatibilit¢ a ét¢ découverte en 1958 par Jean Dausset, un médecin
frangais qui démontre 1’existence d’antigenes particuliers a la surface des lymphocytes et de
toutes les cellules nucléées de 1’organisme. Ces antigénes d’histocompatibilité sont
différents d’un individu a P’autre si bien qu’ils constituent une identité immunologique

unique a chacun. Lorsque les premicres greffes de CSH ont été effectuées, les antigenes



d’histocompatibilit¢ ont d’abord ¢été appelés «antigénes de transplantation» car ils

semblaient déterminer le rejet ou la prise de la greffe [12].

Les geénes qui codent pour ces antigénes sont situés sur le chromosome 6 et sont
appelés «complexe majeur d’histocompatibilité» (CMH), ou «systtme HLA» chez
I’Homme. Les génes du systeme HLA sont répartis en deux classes : les génes de classe I et
les génes de classe II. Les geénes de classe I (HLA I) codent les antigénes
d’histocompatibilité présents sur toutes les cellules de 1’organisme alors que les geénes de
classe II (HLA II) codent pour les antigénes présents uniquement sur certains types
cellulaires tels que les lymphocytes T CD4" activés (et non activés chez la souris), les
lymphocytes B, les monocytes et les macrophages [13]. Les HLA I et II sont eux-mémes
sous-divisés en trois groupes; les HLA I en groupes A, B et C et les HLA II en groupes DP,
DQ et DR. Chaque parent transmet la moiti¢ de ses génes HLA a ses enfants et plus de 800
alléles sont connus pour les genes du systeme HLA, ce qui explique la trés grande diversité
de combinaisons et la difficulté de trouver un donneur parfaitement compatible avec un

receveur dans les cas de greffes de cellules souches hématopoiétiques.

Cette disparité dans le systtme HLA entre donneur et receveur peut donc mener a
une activation plus ou moins sévére des cellules T et NK du donneur contre celles du
receveur, ce qui induit ’effet bénéfique de la GvL, mais également 1’effet néfaste de la
GvHD. De plus, dans certains cas ou la moelle du receveur n’est pas totalement détruite,
cette incompatibilité peut mener a 1’activation des cellules du receveur contre le greffon,
menant au rejet de greffe [7, 14]. La meilleure histocompatibilité possible est donc de 12
alleles sur 12, ce qui est possible notamment en cas de greffe de CSH provenant d’un
donneur apparenté. Lorsque les CSH proviennent d’un donneur non-apparenté, 10 all¢les
sont testés au niveau moléculaire. Une compatibilité allélique de 10/10 est donc la
meilleure possible, avec une compatibilité parfaite obligatoire au niveau du HLA-A, -B et -
C afin d’¢éviter une reconnaissance des cellules du receveur par les cellules NK du donneur,
ainsi qu’une compatibilité parfaite au niveau du HLA-DR et HLA-DQ. Si la compatibilité

est inférieure a 10/10, la survie des patients chute drastiquement [15]. Toutefois, lorsque la



source des CSH est le sang de cordon ombilical (ou sang de cordon), une compatibilité¢ de 6
alleles sur 6 est la meilleure possible avec une compatibilit¢ parfaite au niveau des
antigénes HLA-A, -B et -DR. Cette permissivité est due entre autres a I’immaturité des
lymphocytes T et B présents dans le sang de cordon, qui diminue le risque d’un

développement de GVHD ou d’un rejet de greffe [14, 16].

1.1.3 Les maladies traitées par greffe de CSH

La greffe allogénique de CSH est une approche thérapeutique envisagée dans de
nombreuses maladies malignes et non-malignes ainsi que des désordres
d’immunodéficiences innées (Tableau I). A peu pres 55000 a 60 000 greffes sont
effectuées chaque année a travers le monde; les causes les plus fréquentes en Amérique du
Nord (environ 70 % des greffes) étant les leucémies aigu€s et chroniques, les désordres
my¢élodysplasiques et les syndromes myéloprolifératifs. Viennent ensuite les autres
conditions malignes telles que les lymphomes Hodgkiniens et non-Hodgkiniens ainsi que
les myélomes multiples (environ 15 % des greffes). Finalement, les désordres tels que
I’anémie aplasique, les immunodéficiences diverses et les autres désordres non-malins
peuvent également étre traités par greffe allogénique de CSH (environ 10 a 15 % des

greffes) [17].



Tableau I. Désordres acquis et innés pour lesquels une greffe allogénique de cellules
souches hématopoiétiques peut étre envisagée comme traitement.

Désordres acquis Désordres innés
Leucémies lymphoides aigués et chroniques Thalassémies
Leucémies my¢loides aigués et chroniques Drépanocytose
Désordres myélodysplasiques Anémie de Fanconi
Syndromes myéloprolifératifs Syndrome de Diamond-Blackfan
Ly Hodglgmens et non- Dyskératose congénitale
Hodgkiniens
Myélomes multiples et autres désordres des Syndrome de Shwachman-Diamond
plasmocytes

Immunodéficiences combinées séveres et
autres immunodéficiences congénitales
Syndrome de Hurler et autres désordres

métaboliques

Anémie aplasique

Hémoglobinurie paroxysmale nocturne

Certains désordres auto-immuns

Adapté de B. Gyurkocza ef al. 2010. Expert Rev Hematol. 3(3): p. 285-99.

1.2 La régénération du systéme immunitaire

1.2.1 Les facteurs influengant la reconstitution du systeme immunitaire

La régénération du systeme immunitaire ne se fait pas instantanément apreés une
greffe de moelle osseuse, et le patient demeure lymphopénique et prédisposé aux rechutes
et aux infections opportunistes pendant des semaines voire pendant des mois suivant sa
greffe [18]. Les mécanismes régissant la reconstitution du systéme hématopoiétique, et
particulierement immunitaire dans les cas de lymphopénie restent encore a élucider.
Certains facteurs connus peuvent néanmoins influencer la reconstitution du systéme
immunitaire, parmi lesquels le conditionnement pré-greffe, la compatibilit¢ HLA, la source
des CSH (sang périphérique, moelle ou sang de cordon ombilical), la durée de la
lymphopénie, les traitements immunosuppresseurs administrés apreés la greffe ainsi que

I’age du patient [19] (Figure 2).



Il y a deux sortes de conditionnement pré-greffe : le conditionnement myéloablatif
(CMA) et le conditionnement atténué ou conditionnement non-myé¢loablatif (CNMA). Le
CMA est caractérisé par des doses élevées de chimio- et/ou radio-thérapies qui auront pour
résultat d’éliminer le maximum de cellules malignes du patient/receveur et de permettre la
prise de greffe [20]. En effet, di a sa non-spécificité, ce conditionnement entraine la
destruction des cellules lymphoides saines du receveur et, de fait, permet une prise de
greffe efficace méme lors de greffes apparentées mais HLA-incompatibles. Il a été montré
que I’effet anti-leucémique de la greffe est induit par les lymphocytes T présents dans le
greffon — effet GvL, en contre partie de la GVHD [21]. Par contre, le CMA peut entrainer
une mortalité élevée due a une toxicité systémique, une thrombopénie et une lymphopénie
persistante touchant tous les sous-types de lymphocytes, prédisposant les patients a des
infections bactériennes, virales et fongiques diverses [22]. La toxicité du conditionnement
se traduit par un risque d’insuffisance au niveau de plusieurs organes mais également au
niveau des barriéres muqueuses, plus ou moins endommagées, qui favorisent donc I’entrée
de différents pathogeénes [19]. La lymphopénie observée post-greffe est principalement
responsable des infections mais les médicaments immunosuppresseurs administrés comme

prophylaxie ou traitements contre la GVHD jouent également un role [19, 23-25].

Le CNMA a donc été développé dans I’objectif d’induire une prise de greffe
efficace sans détruire completement le systéme hématopoiétique du receveur en induisant
un effet anti-leucémique plus élevé afin de réduire les complications observées post-greffe.
La régénération immuno-hématopoiétique est donc mixte au départ (donneur-receveur);
graduellement le systéme hématopoiétique ne va provenir que du donneur. La toxicité
mucosale et médullaire est donc grandement réduite [19]. De fait, le CNMA induit une
Immunosuppression intense mais temporaire [24], permettant une période d’aplasie plus
courte que le CMA, avec une médiane du chimérisme de 100% atteinte en 4 mois [26],
ainsi qu’une régénération des T et des NK plus rapide et peu ou pas de neutropénie et de
thrombopénie [21]. L’incidence d’infections et de GVHD dans les cent jours post-greffe est

donc diminuée [27, 28]. Par contre, le CNMA ne réduit pas I’incidence des infections au



cytomégalovirus (CMV), bien au contraire, il 1’exacerbe de 75% [29, 30]. Le CNMA
permet par conséquent a des patients plus agés, avec un historique d’infections chroniques,

ou en rechute de leur maladie d’avoir accés a une greffe.

Il existe deux types de greffes de moelle osseuse : la greffe autologue et la greffe
allogénique. Dans les cas de greffe autologue, le patient/receveur se voit ré-infuser ses
propres cellules souches. En effet, les CSH sont prélevées avant le conditionnement pré-
greffe, sont congelées et retournées au patient par voie intraveineuse apres les traitements
chimiothérapeutiques de ce dernier. La greffe autologue est pratiquée lorsque la maladie
n’affecte pas les cellules souches ou dans les cas ou il est possible d’éliminer les cellules

progénitrices malades par chimiothérapie ou radiothérapie.

Dans ces cas de greffe, le patient subit des dommages mucosaux et une neutropénie est
observée, principalement due aux traitements de chimiothérapie. De méme, une
lymphopénie du systéeme immunitaire adaptatif est observable pendant un an. Par contre, le
sous-type cellulaire qui souffre le plus aprés une greffe autologue, comme apres une greffe
allogénique, sont les lymphocytes T CD4", et la régénération de ce sous-type pendant la
premicre année suivant la greffe repose presque entierement sur I’expansion des cellules

mémoires résiduelles [19].

Dans les cas de greffes allogénique HLA-compatibles, les CD4" ainsi que les cellules B
peuvent mettre 7 a 9 mois avant de se régénérer, en absence de GvHD. Lorsqu’il est
impossible de trouver un donneur parfaitement compatible avec le receveur, une greffe peut
étre effectuée a partir de donneurs non-compatibles ou partiellement compatibles (haplo-

identiques).

Dans les cas de greffes a partir de donneurs non-compatibles, les lymphocytes T sont retirés
ex vivo ou in vivo par ’administration d’anticorps spécifiques (CAMPATH, globuline anti-
thymocytaire). Trés souvent, une recrudescence d’infections bactériennes, virales ou

fongiques est alors observée et la régénération du systétme immunitaire est grandement



10

retardée [19, 31, 32]. De plus, le fait de retirer les lymphocytes T du greffon augmente les

risques de rechutes leucémiques par I’absence de 1’effet GvL.

Dans les cas de greffe a partir de donneurs haplo-identiques, les lymphocytes T sont
également retirés du greffon, ce qui prédispose, 1a encore, le receveur a des infections
opportunistes virales ou fongiques et une reconstitution immunitaire retardée [33]. Par
contre, le retrait des lymphocytes T aura pour effet de diminuer le risque de GvHD et de
rejet de greffe. La régénération du systéme immunitaire dépendant de la quantité de cellules

progénitrices contenues dans le greffon.

Finalement, la greffe de CSH effectuée a partir de sang de cordon ombilical diminue
grandement les problémes liés a 1’histocompatibilité. En effet, les lymphocytes T présents
dans le sang de cordon semblent plus immatures que ceux retrouvés dans les autres sources
de cellules souches (sang périphérique, moelle). En effet, lorsque comparés aux
lymphocytes T adultes, les lymphocytes T présents dans le sang de cordon affichent une
production cytokinique diminuée et une absence de sécrétion de granzymes et de perforine
[34-36]. Ce défaut dans la sécrétion de cytokines et particulierement d’IFN-y expliquerait
I’effet allogénique diminué des lymphocytes T du sang de cordon, le phénotype Thl étant
impliqué dans la pathophysiologie de la GvHD aigué [37]. De plus, le sang de cordon
contient plus de cellules naives (émigrants thymiques) et plus de lymphocytes T régulateurs
par rapport au sang périphérique adulte [38, 39]. Par contre, en nombres absolus, le sang de
cordon contient beaucoup moins de CSH et de lymphocytes que les autres sources [40].
Ceci prédispose donc les receveurs a une neutropénie prolongée [41, 42] ainsi qu’a des
infections virales et fongiques. La régénération d’un systéme immunitaire fonctionnel peut
donc étre retardée chez les receveurs de sang de cordon par rapport aux receveurs de CSH

provenant du sang périphérique ou de la moelle [19, 38].

Avec les avancées actuelles en termes de greffe, 1’age des patients recevant une
greffe de CSH augmente et, de fait, I’age des donneurs apparentés va également augmenter.

Or I’age du donneur ainsi que du receveur sont des facteurs importants dans la régénération



11

du systéeme immunitaire. En effet, le CMA est mieux toléré chez les patients pédiatriques
que chez les patients adultes. Les raisons sont que les receveurs plus agés démontrent une
toxicité sur les organes plus élevée, une intolérance accrue a une lymphopénie prolongée,
ainsi qu’un risque plus élevé de souffrir d’une GvHD sévéere [43]. De méme, la mortalité
post-greffe associée aux transplantations chez les receveurs agés est plus élevée que chez
les receveurs pédiatriques [44, 45]. De plus, une étude a montré que la reconstitution des
cellules T chez un receveur adulte est significativement plus lente que chez un patient
pédiatrique et qu’un patient adulte est plus a risque de développer une infection
opportuniste [46]. Une des raisons serait que dans un greffon provenant d’un donneur
adulte, le nombre de cellules progénitrices CD34" est diminué par rapport & un donneur
pédiatrique. Le délai de prise de greffe ne semble pas affecté¢ [47] mais les receveurs ayant
recu un greffon contenant moins de cellules progénitrices affichent une régénération

immunitaire retardée [48].
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1.2.2  La régenération des cellules myéloides

La lignée my¢loide contient les globules rouges, les plaquettes, les monocytes et
macrophages ainsi que les granulocytes. Ces cellules sont celles qui reviennent le plus

rapidement aprés une greffe de CSH [18, 49].

Les globules rouges (ou érythrocytes) sont parmi les premieres détectables dans le
sang avec une médiane de prise de greffe des réticulocytes (cellules progénitrices des
globules rouges) de moins d’un mois, a condition que la greffe ait été effectuée avec une
compatibilit¢ ABO parfaite ou avec une incompatibilité¢ mineure. Si la greffe est effectuée
avec une incompatibilit¢t ABO majeure, la prise de greffe des réticulocytes est

significativement retardée [50].

Les plaquettes (ou thrombocytes) sont des cellules cruciales dans la coagulation
sanguine et reviennent en méme temps que les globules rouges. Leur régénération semble
dépendre du type de greffe utilisée. En effet, a 60 jours post-greffe, 40% des patients
affichent un taux de plaquettes normal dans les cas de greffe a partir de sang de cordon,
57% dans les cas de greffe non-apparentée et 74% dans les cas de greffe apparentée. Les
facteurs de risque documentés, associés a une faible régénération plaquettaire, sont : un
conditionnement myéloablatif, une greffe non-apparentée, une incompatibilit¢ ABO
majeure, la présence de GVHD aigué et une régénération lente des neutrophiles [51, 52]. La
régénération des plaquettes semble étre ¢également corrélée avec la présence dans le sang de
deux cytokines nécessaires a la thrombopoiese : la thrombopoiétine (TPO) et I’interleukine-

6 (IL6) [53].

Deux études menées par Scholl et al. [54, 55] sur la régénération du systeme
immunitaire apres une greffe de cellules souches provenant du sang périphérique (PBSCT)
démontrent que les monocytes (cellules dont proviennent les macrophages) sont des
cellules détectables dans le sang treés rapidement post-greffe (Figure 3) et retrouvent leur

capacité de phagocytose en méme temps.
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Les neutrophiles sont des cellules du systéme immunitaire inn¢, faisant partie des
granulocytes (avec les basophiles et les ¢osinophiles). IlIs sont importants pour 1I’immunité
anti-bactérienne [56, 57] et réapparaissent dans le sang trés rapidement, comme les
monocytes, entre 2 et 4 semaines post-greffe (Figure 3). Les neutrophiles récupérent leur
capacité de phagocytose a peu pres lorsqu’ils sont détectables dans le sang mais récupérent
leur potentiel de produire des composants réactifs de 1’oxygeéne plus rapidement que les
monocytes [58]. De fait, il a été montré qu’un des facteurs prédictifs d’une régénération des
neutrophiles est le nombre absolu de cellules obtenu dans un frottis bucal [59, 60]. Un autre
facteur prédictif d’une régénération serait la longueur des télomeéres présents dans les
cellules progénitrices infusées dans le greffon [61]. Par contre, comme les plaquettes, le

développement d’une GvHD ralentit la régénération des neutrophiles [56, 62].
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1.2.2  La régenération des cellules lymphoides

Parmi les cellules différenciées provenant de la lignée lymphoide, on distingue les
cellules Natural-Killer (ou NK), les lymphocytes B et les lymphocytes T. Les cellules

dendritiques (ou DCs) peuvent provenir des deux lignées, my¢loide et lymphoide.

Les cellules dendritiques sont cruciales a I’initiation des réponses immunitaires
innées et acquises [63, 64] et font partie des cellules qui reviennent rapidement aprés une
greffe de cellules souches hématopoiétiques [18] (Figure 3). Les cellules dendritiques
retrouvées en périphérie se divisent en trois groupes : les cellules dendritiques myéloides
(mDCs), les cellules dendritiques lymphoides (IDCs) et les cellules dendritiques
plasmacytoides (pDCs) [64, 65]. Etant donné la susceptibilité des receveurs de greffe de
CSH aux infections virales, particuli¢rement par des virus de la famille des herpesviridae,
une étude a évalué et montré que la régénération des pDCs est plus lente comparée a celle
des autres sous-types de cellules dendritiques et que les pDCs présentent des défauts
fonctionnels, particulie¢rement dans la production d’interféron de type I [66]. Plusieurs
facteurs modulant la régénération des cellules dendritiques ont été rapportés, parmi lesquels
le type de conditionnement effectué, la voie d’infusion du greffon et I’administration de
cytokines. Baba et al. [64] ont démontré qu’une infusion intra-osseuse permet une
meilleure régénération des cellules dendritiques, tous sous-types confondus. Deux études
s’opposent sur 1’avantage que donne un conditionnement réduit; Mohty et al. [67]
démontrent en effet une régénération plus rapide des cellules dendritiques en absence de
chimérisme mixte. Par contre, I’équipe de Gastl et al. [63] démontre qu’un
conditionnement réduit entraine un chimérisme mixte des cellules dendritiques produites
pendant les premiers mois associé¢ a une incidence de rechute plus élevée. Le mécanisme
serait une plus faible expression des molécules de co-stimulation et du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe II (CMH II) a la surface des cellules dendritiques myéloides.
Finalement, 1’administration de cytokines telles que le G-CSF, le GM-CSF ou le FIt3 ligand
(FIt3L) a également été étudiée. Le G-CSF est corrélé a une diminution des molécules de

co-stimulation a la surface des cellules dendritiques my¢loides, ce qui entrainerait une
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diminution de ces cellules dans le sang des patients au profit des cellules dendritiques
lymphoides ou plasmacytoides [65]. Chez la souris, le GM-CSF a ét¢ montré trés efficace
pour stimuler le retour des DCs, avec un nombre détectable de cellules 2 semaines apres la
greffe. Le FIt3L a également ét¢ montré comme un stimulateur des cellules dendritiques,
avec un nombre détectable de DCs a 3 semaines aprés la greffe [68]. Par conséquent,

I’administration de cytokines peut accélérer la régénération des DCs.

Les cellules Natural-Killer (NK) sont un sous-type de lymphocytes qui ont un réle
de pont entre I’'immunité innée et adaptative. Plusieurs études dans des modéles murins ont
montré leur importance en réponse a des infections virales, a des pathogenes intracellulaires
ou a certaines tumeurs [69-71]. Les cellules NK exercent leur activité cytotoxique en
libérant la perforine et les granzymes et en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires telles
que ’IFN-y, le GM-CSF et le TNF-a.. Les cellules NK peuvent étre activées par plusieurs
cytokines incluant I’IL2, I’IL12, I’'IL15 ou I’IL18 et les interférons de type 1 [71-74]. Apres
une greffe de CSH, les cellules NK font partie des cellules qui reviennent le plus
rapidement, quelques semaines aprés la greffe, tout comme les granulocytes et les
monocytes [18, 75] (Figure 3). Leur régénération est dépendante de la présence des cellules
progénitrices lymphoides, présentes dans la moelle osseuse. Plusieurs études ont démontré
leur potentiel anti-GvHD sans affecter 1’effet GvL [76, 77]. L’administration d’IL2 et
d’IL15 dans des modeles murins a également montré le potentiel de ces cytokines a
promouvoir la régénération des NK et de la permettre une meilleure reconstitution du

compartiment lymphoide [76].

Contrairement a la régénération des autres types cellulaires, définitivement en place
en quelques semaines apres une greffe de CSH, la reconstitution des lymphocytes B est un
processus qui peut prendre des mois, voire des années, ce qui prédispose les patients aux
infections et rechutes de leur maladie [78, 79] (Figure 3). La régénération des B est, comme
celle des NK, dépendante de la présence de cellules progénitrices lymphoides dans la
moelle osseuse. Par contre, contrairement aux NK, la lymphopoiese B a également besoin

d’un  microenvironnement spécifique dans la moelle («bursal equivalenty).
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Malheureusement, cet environnement est hautement sensible aux radiations et aux
traitements de chimiothérapie ainsi qu’a la GvHD et a ses traitements, ce qui explique en
partie le délai de réapparition de ces cellules dans le sang [18]. De plus, une reconstitution
compléte de 'immunité humorale requiert non seulement la régénération des cellules B
naives mais également des cellules B mémoires. Celles-ci ne se régénerent que suivant une
exposition aux pathogénes communs et ont, de plus, besoin de I’aide des cellules T CD4"
[49]. Par conséquent, jusqu’a un an post-greffe, tous les receveurs de CSH sont a risque
d’infections par des virus et des bactéries encapsulées, pathogeénes contre lesquels les
anticorps neutralisants sont la premicre ligne de défense [80]. Généralement, les niveaux
d’immunoglobulines G (IgG) sériques ne sont pas une bonne mesure de la régénération des
cellules B puisque les plasmocytes sont résistants a la majorité des conditionnements pré-
greffe et peuvent produire de grandes quantités d’IgG non-spécifiquement [18]. La seule
maniere de vérifier une production d’anticorps efficace est donc de stimuler le systéme

humoral du patient par vaccination et de mesurer le taux des différents anticorps

spécifiques produits.

Les lymphocytes T sont divisés en deux groupes : les lymphocytes T CD4" et les
lymphocytes T CD8". L’expansion homéostatique périphérique (ou HPE — Homeostatic
Peripheral Expansion), consiste en une prolifération exagérée des cellules T matures dans
les cas de lymphopénie. Dans les cas de greffe, les cellules CD34" contenues dans le
greffon régénerent la population lymphocytaire T mais, dans un premier temps, les cellules
T contenues dans le greffon et/ou les lymphocytes T résiduels du receveur peuvent
proliférer massivement [49]. La HPE est induite par I’environnement lymphopénique et
différents facteurs : niveaux élevés de cytokines homéostatiques telles que I’'IL7 ou I’IL15
dus au milieu lymphopénique, présence de cytokines proinflammatoires due aux dommages
tissulaires induits par le conditionnement, présence d’antigénes viraux (environnementaux
ou thérapeutiquement injectés par vaccination) [18]. La HPE a été rapportée beaucoup plus
efficace pour les CD8" que pour les CD4", entrainant un ratio CD4/CDS8 inversé chez les

patients sur de longues périodes de temps [18, 75, 79-82] et les prédisposant aux infections
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opportunistes [83]. De fait, plusieurs études ont montré que la lymphopénie en lymphocytes
T CD4" touche surtout les cellules naives [49] et que les cellules mémoires sont détectables
plus rapidement que les naives et peuvent provenir soit du donneur, soit du receveur, si la
greffe a été effectuée a partir d’une moelle sans cellules T [18, 84]. La régénération des
CD4" semble également étre liée a I’Age puisque les patients qui ont moins de 50 ans ou
chez qui une fonction thymique résiduelle demeure régénérent des lymphocytes T CD4"
portant un répertoire diversifié [85], ce qui peut réduire par conséquent leur risque de
rechute et d’infections opportunistes. Pourtant, comme pour les lymphocytes B, la
régénération des lymphocytes T CD4" peut prendre des mois voire des années a se
compléter [80] (Figure 3). De plus, certains défauts fonctionnels sont encore observables
méme apres la reconstitution du systéme immunitaire, particuliérement au niveau de la
production d’immunoglobulines par les B et de la cytotoxicité des T CD8", ce qui pourrait

expliquer en partie 1’incidence des infections microbiennes observées chez les patients [86-

89].

1.2.4 L’importance d’une thymopoiese efficace

1.2.4.1 La différenciation extra-thymique

Durant plusieurs années, des ¢tudes dans des modeles murins et en culture in vitro
montrent I’existence d’une différenciation et maturation extra-thymiques des lymphocytes
T. En effet, Rocha et al., montrent qu’un certain sous-type de lymphocytes T présents dans
I’épithélium intestinal ne présentent pas le méme répertoire VP que les autres lymphocytes
T présents dans le thymus [90, 91]. Ceci meéne a croire que ces lymphocytes résultent d’une
voie de différenciation indépendante du thymus et spécifique a I’intestin [92], permettant
potentiellement une ligne de défense efficace contre les superantigénes exogenes retrouves
dans cet organe. D’autres sites de différenciation extra-thymique ont également été décrits
principalement dans le foie, mais également dans la moelle osseuse, I’estomac [93], le

péritoine [94], 'utérus et les glandes exocrines [95], particulierement dans des mod¢les
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infectieux [96], malins, autoimmuns ou avec un thymus défectueux ou absent [97]. Les
lymphocytes présents dans ces sites different de ceux observés en périphérie du fait de leur
grande réactivité contre les antigénes du Soi et de leur phénotype activé [98-100], ce qui
pourrait leur conférer un réle dans ces pathologies et caractériser un systéme immunitaire
encore immature [101]. Une équipe a, de plus, montré que I’intestin murin posseéde un sous-
type de lymphocytes T particuliers qui se différencient a partir de précurseurs présents dans
les cryptopatches, précurseurs dérivant probablement du thymus, ayant quitt¢ 1’organe
avant les recombinaisons du TCR [102]. Une étude a également suggéré la présence d’une
sélection positive des lymphocytes T présents dans des souris euthymiques (dont le thymus
a ¢été chirurgicalement enlevé) ou athymiques (qui ne possedent pas de thymus) et la

présence de cercle d’excision du TCR (TRECs) [103].

Chez ’'Homme, la présence des enzymes RAGI1 et RAG2 a été détectée dans 1’épithélium
intestinal, favorisant I’hypothése de 1’existence d’un site de différenciation extra-thymique
a cet endroit [104]. De plus, des lymphocytes T CD4" capables d’activation et possédant un
répertoire varié ont pu étre générés a partir de cellules progénitrices CD34" humaines in
vitro sans aucune influence thymique, dans un milieu contenant des cytokines telles que du
FIt3L, de I'IL3, du SCF et de I’IL2 [105]. Plus récemment, une étude a démontré la
présence d’une recombinaison du TCR extra-thymique et tissu-spécifique dans la muqueuse
du petit intestin chez ’Homme [106]. La méme €équipe a également montré une corrélation
inverse entre la présence de RAG1 dans certains sous-types de lymphocytes T intestinaux
intra-épithéliaux et le développement de désordres cceliaques, suggérant un rdle pour ces

sous-types cellulaires dans le contrdle de I’inflammation [107].

Néanmoins, méme si certaines ¢tudes démontrent dans des modeles transgéniques
que les fibroblastes ou les cellules hématopoiétiques peuvent permettre une sélection
positive des thymocytes, plusieurs études ont démontré que cette sélection est
obligatoirement dépendante du thymus puisqu’aucun développement lymphocytaire T n’est
observé dans des souris athymiques [108, 109]. De plus, une étude a montré que la

production des lymphocytes retrouvés dans les sites de différenciation extra-thymique est
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en partie dépendante des cellules progénitrices CD34" résidant dans le foie adulte. En effet,
le foie est un organe important de I’hématopoiése mais son rdle s’arréte a la naissance.
Toutefois, sous I’effet du stress, d’infections diverses ou de tumorigénese, les cellules
progénitrices encore présentes dans 1’organe peuvent s’activer et se différencier en

lymphocytes, par conséquent potentiellement auto-réactifs [110].

1.2.4.2 L’importance des sélections positive et négative

La maturation des lymphocytes T se passe dans le thymus, un organe caractérisé par
deux régions anatomiquement distinctes : le cortex et la médulla. Les cellules progénitrices
des thymocytes — les Early Thymic Progenitors (ETP), sortent de la moelle osseuse par le
sang et entrent dans 1’organe par les jonctions cortico-médullaires [111] (Figure 4). Sous
I’influence du microenvironnement thymique, les ETP se différentient en trés grande
majorité en lymphocytes T matures simples positifs CD4 ou CD8 exprimant le TCRap.
Néanmoins, le thymus produit également une minorité de lymphocytes exprimant le TCRyd
ainsi que des populations plus rares telles que les cellules NKT. Les lymphocytes T yd sont
principalement retrouvés au niveau des muqueuses et ont un role important dans I’immunité
innée, 1’auto-immunité et les réponses allergiques. Ils forment moins de 1 % des
lymphocytes T produits par le thymus [112]. Les cellules NKT sont, quant a elles, des
cellules qui se développent a partir des mémes précurseurs que les lymphocytes T CD4" ou
T CDS8’, soit les thymocytes DP. Par contre, contrairement aux lymphocytes T, qui
subissent les sélections positive et négative par contact avec les cellules épithéliales
thymiques, les cellules NKT sont sélectionnées par des complexes d’antigenes lipidiques
présentés par la molécule CD1d, exprimée a la surface des DP [113]. Les lymphocytes T
of} sont capables, a leur sortie du thymus, de s’activer contre des antigénes extérieurs en
restant tolérants aux antigénes du Soi. Les CD4" reconnaissent les antigénes présentés par

le CMH de classe II et les CD8" dans le contexte du CMH de classe I [114].
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Le microenvironnement thymique se caractérise par des micro-niches distinctes
composées d’endothélium, de fibroblastes et de cellules épithéliales corticales (cTEC) ou
médullaires (mTEC) [115, 116] qui permettent aux thymocytes a différents stades de
maturation de recevoir les signaux appropriés afin de continuer leur développement [117].
Le dysfonctionnement des micro-niches méne au développement de maladies auto-
immunes, principalement a cause de la sortie en périphérie de lymphocytes T auto-réactifs.
Une étude suggere que le stroma thymique pourrait favoriser la conversion de T auto-
réactifs portant un TCR de faible affinité pour les antigénes du Soi en T régulateurs (Tregs),
et que lors du dysfonctionnement des micro-niches, les cellules épithéliales ne seraient plus
en mesure de favoriser le développement de ces Tregs [116]. De fait, dans de nombreuses
maladies auto-immunes, chez I’ Homme comme chez la souris, 1’architecture thymique, et
donc le microenvironnement, sont typiquement endommagés avant ’apparition de la
maladie [115, 118-120]. En effet, pendant la différenciation thymique dans le cortex, les
cTEC contrdlent la bonne interaction entre le TCR nouvellement produit des thymocytes et
le CMH par une sélection positive (sélection d’affinité). Les thymocytes portant un TCR
incapable de reconnaitre un peptide du Soi couplé aux molécules du CMH (présenté a la
surface des cTEC) seront éliminés par apoptose. De méme, dans la médulla, les cellules
dendritiques et les mTEC sont responsables d’éliminer les thymocytes possédant un TCR
interagissant trop fortement avec un peptide du Soi couplé au CMH par une sélection
négative (sélection d’avidit¢) (Figure 4). Plus particulierement, certaines mTEC bien
spécifiques expriment fortement le CMH de classe II et les molécules de co-stimulation
CD80 et CD86 [121-123]. De fait, ces mTECs expriment également le régulateur d’auto-
immunité Aire, un facteur de transcription ayant un role crucial dans la sélection négative et
dans I’induction de la tolérance systémique, puisqu’il induit I’expression d’antigenes du Soi
particuliers, retrouvés uniquement dans certains organes [122, 124, 125]. Un
dysfonctionnement de Aire, méme au niveau d’un seul alleéle, meéne, par conséquent, a des
maladies auto-immunes spécifiques a certains organes chez ’Homme et la souris [124,

126].
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La maturation des thymocytes comporte plusieurs phases : le stade double-négatif
(DN), pendant lequel aucun des marqueurs CD4 ou CD8 n’est exprimé, le stade double-
positif (DP), pendant lequel les deux marqueurs sont exprimés et le stade simple-positif
(SP) ou I'un des deux marqueurs est exprimé a la surface des thymocytes (Figure 4). Les
stades DN et DP sont caractéristiques de thymocytes encore immatures. Le pourcentage de
DN, de DP et de SP généralement retrouvés est aux alentours de 3 %, 80 % et 15 %
respectivement. On distingue quatre sous-types de DN, suivant leur phénotype : les DN les
plus immatures (DN1) sont CD25CD44"; les DN2 sont CD25°CD44"; les DN3 sont
CD25'CD44" et les DN4 sont CD25CD44°. Durant le stade DN, les thymocytes
recombinent d’abord la chaine a puis § de leur TCR. Si le TCR produit est fonctionnel, les
DN3 deviennent DN4 puis DP [127, 128]. C’est pendant la phase DP qu’ont lieu les
sélections positive et négative des thymocytes. Les différences d’affinité et d’avidité
observées entrainent I’induction de différentes voies de signalisation lors des contacts
TCR/CMH. La calcineurine et la voie des MAP kinases sont importantes lors de la
sélection positive alors que 1’activation de ZAP70 et Lck est importante lors des deux
sélections [129]. La force du signal induit par le TCR pourrait déterminer également si un
thymocyte va devenir CD4" ou CDS8"; la différenciation en CD4" sera choisie si la force du
signal est forte et en CD8" si celle-ci est faible [130]. Toutefois, dans les cas de déficience
congénitale en lymphocytes T CDS8", la quantité de TREC et le répertoire VB sont restreints
dans le sous-type DN, indiquant que la sélection positive fonctionne de manicre sub-

optimale et qu’un nombre limité de cellules matures peut étre produit [131].
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Figure 4. Stades de différenciation lymphocytaire T dans le thymus. DN, double-
négatifs; DP, double-positifs; SP, simple-positifs. Adaptée de R.N. Germain. 2002. Nat.
Rev. Immunol. 2(5): p. 309-22.

L’IL7 est présente en grande quantités dans le thymus. Par contre, le lien entre la
signalisation du TCR et I'IL7 demeure controversé. Une étude a montré que dans certains
modeles transgéniques, comme les souris déficientes pour la chaine o du récepteur a
I’interleukine-7 (IL7Ra), les lymphocytes T répondaient de maniere sous-optimale au TCR
[132]. Toutefois, ces souris sont profondément lymphopéniques et leurs lymphocytes
affichent un phénotype activé, typique de ce type d’environnement. De fait, une étude a
ensuite démontré une activation normale des lymphocytes T CD8" naifs OT1 transgéniques
IL7Ro” [133]. Une convergence de signaux induits par I'IL7 et le TCR peuvent
promouvoir la survie [134] et la prolifération homéostatique des lymphocytes T naifs dans
les cas de lymphopénie [135] et une étude a montré que le facteur de transcription pro-
apoptotique FOXO3a était commun a la voie de signalisation de I’'IL7 et du TCR dans les
cellules T CD4" mémoires centrales humaines [136]. De plus, Park ef al. ont montré que

I’IL7 pouvait moduler I’expression du co-récepteur CDS et par 1a, directement influencer la
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signalisation du TCR [137]. Une étude a également montré que la production d’IL7 par les
cellules dendritiques affecte la réponse au CMV des lymphocytes T CD8" in vitro. Saini et
al. [138] ont alors récemment démontré dans un modele transgénique dans lequel les
lymphocytes T expriment I’IL7Ra de maniére inductible que 1’induction ou le blocage de
la voie de signalisation de I’'IL7 in vitro n’affecte pas I’activation cellulaire. Par contre, le
blocage in vivo de la signalisation de I’IL7, soit par une déficience en IL7Ra soit par une
déficience en IL7 meéne a un défaut dans les réponses prolifératives des lymphocytes T
spécifiques au virus de I’influenza ou dans les cas de lymphopénie. En fait, I’étude suggere
que I’IL7 agirait au niveau de la capacité des lymphocytes T CD8" a interagir avec les
cellules présentatrices d’antigénes. Plus particuliérement, 1I’IL7 agirait au niveau de
I’interaction entre le TCR et le CMH couplé aux peptides du Soi, puisque en absence d’IL7,

ces interactions seraient diminuées.

1.3 Les traitements pour accélérer la reconstitution thymique chez ’Homme

Le meilleur moyen d’induire une régénération complete des lymphocytes T est de
restaurer une différenciation thymique. Pourtant, I’involution naturelle de I’organe due a
I’age ou induite par le conditionnement pré-greffe retarde grandement la reconstitution
lymphocytaire. Il y a deux moyens d’améliorer la reconstitution lymphocytaire T : 1) par
une protection efficace de 1’épithélium thymique par 1’administration de cytokines qui
maintiendraient le microenvironnement a I’abri des effets destructeurs du conditionnement
et permettrait une régénération plus rapide des fonctions de I’organe; 2) En agissant au
niveau de I’expansion homéostatique périphérique (HPE; Homeostatic Peripheral
Expansion) des cellules matures résiduelles ainsi qu’au niveau des émigrants thymiques
(RTEs; Recent Thymic Emigrants), lymphocytes T tout juste sortis du thymus vers la

périphérie, donc ayant subi les sélections positive et négative [49].
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1.3.1 L’administration de facteurs de croissance

1.3.1.1 Le facteur de croissance des kératinocytes

Le facteur de croissance des kératinocytes (ou KGF) est un facteur de croissance,
membre de la famille des facteurs de croissance des fibroblastes (FGF), qui induit la
prolifération et la différenciation des cellules épithéliales en cellules de divers organes, tels
que I’intestin (en cellules épithéliales de I’intestin), la peau (en kératinocytes) et le thymus
(en cellules épithéliales thymiques). Le KGF est produit par les cellules mésenchymateuses
et a un effet paracrine sur les cellules épithéliales [139]. Par conséquent, le KGF a un effet
sur le développement de 1’épithélium thymique puisque le microenvironnement de 1’organe
contient des cTEC et des mTEC ainsi que des cellules mésenchymateuses, parmi lesquelles
des fibroblastes [140]. Le KGF contribue donc ¢galement a la maturation et a la
prolifération des thymocytes, particuliérement dans le cortex [117, 141]. De plus, les
thymocytes TCRaf " présents dans le thymus peuvent produire le KGF, ce qui, a son tour,
mene a la prolifération des mTEC. Les lymphocytes y8™ activés, présents dans I’épithélium
cutané et intestinal, sécretent ¢également le KGF, a la différence des DN et des lymphocytes
T de la périphérie [142]. Le KGF sert a la réparation tissulaire et est surexprimé dans les
cas de dommages tissulaires, tels que des blessures cutanées ou chirurgicales. De fait, une
¢tude clinique a montré que le KGF a un effet protecteur dans les cas de mucosites orales

(ulceres de la bouche) induites par des chimiothérapies intensives [143].

Dans des modeles animaux, le KGF protege contre les dommages épithéliaux
induits par des traitements de chimio- ou radiothérapies, particuliérement au niveau de
I’intestin, du poumon, de la vessie et des follicules capillaires [144]. Plusieurs études dans
des modeles murins ont également montré que 1) dans les cas de greffe de moelle osseuse
allogénique, I’effet GvL est préservé malgré une atténuation de la GvHD chez les receveurs
traités au KGF [139, 145]; 2) en absence de KGF, la régénération thymique et la
reconstitution périphérique des lymphocytes T sont inefficaces apres une greffe de moelle

osseuse; 3) une administration ex vivo de KGF aprés la greffe augmente significativement
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la fonction thymique et la récupération lymphocytaire T; 4) une administration de KGF
avant la greffe augmente la thymopoiése et les nombres de T périphériques retrouvés apres
la greffe [139] tout en diminuant significativement les dommages a 1’épithélium thymique,

favorisant de ce fait la régénération des lymphocytes T [146, 147].

1.3.1.2 L’hormone de croissance et I’Insulin-like Growth Factor 1

L’hormone de croissance (GH) a un réle important dans la thymopoiése des
mammiferes. La GH induit son effet indirectement, en stimulant la production du facteur de
croissance ressemblant a I’insuline (IGF-1) mais agit également directement [144]. On
retrouve les récepteurs de la GH et de I'IGF-1 a la surface de toutes les cellules
hématopoiétiques dans la moelle osseuse ainsi que sur les lymphocytes B et T en
périphérie. Dans des mode¢les animaux, lorsqu’administrée en combinaison avec I’IGF-1, la
GH peut renverser I’involution thymique liée a I’age [148]. De méme, au niveau de la
reconstitution immune, particulierement aprés une greffe allogénique de CSH, la GH agit
au niveau de la production et de la prolifération périphérique des cellules B et T [149] en
stimulant la production de cellules progénitrices thymiques et de cellules myé¢loides. Elle
fait également proliférer les cellules B et T de la périphérie sans exacerber la GVHD [144,
150]. Dans des cas de patients infectés par le virus de I’immunodéficience humaine (VIH),
I’administration de GH reconstitue le tissu thymique et favorise la fonction thymique en
augmentant la fréquence des cercles d’excision du TCR (TREC) dans les T circulants.
L’administration de GH peut induire une augmentation du nombre de T CD4" naifs et

totaux [148] ainsi qu’un regain de I’immunité humorale [151].

1.3.1.3 La lymphopoiétine stromale thymique

La lymphopoiétine stromale thymique (TSLP) est une cytokine produite par les

cellules épithéliales et stromales, les fibroblastes, les kératinocytes et les basophiles. Elle
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est exprimée au niveau des cellules de nombreux tissus tels que la peau, I’intestin, les
poumons, le cerveau, le foie et le thymus [152]. Elle n’est pas produite par les cellules
endothéliales ou hématopoiétiques. Son récepteur, TSLPR, est un hétérodimere composé de
deux chaines. L’une est la chaine a du récepteur a I’'IL7 (CD127; IL7Ra) et I’autre est une
chaine spécifique a la TSLP, semblable a la chalne commune yc, exprimée par de
nombreuses cytokines (Figure 5). La TSLP a été étudiée pour son rdle majeur dans la
polarisation des cellules dendritiques et dans I’induction d’une production de cytokines Th2
dans le cadre de réponses inflammatoires et allergiques [153, 154]. La TSLP agit au niveau
des lymphocytes T et B et contribue a la lymphopoicse et a I’homéostasie de ces cellules en
favorisant leur prolifération et leur survie [152, 155, 156]. Dans des modéles murins, la
TSLP est nécessaire a I’ontogénie des lymphocytes B, par contre elle n’est pas requise chez
I’Homme [157]. De méme, la TSLP joue un role important dans la prolifération et la survie
des thymocytes CD4 simple-positifs et des lymphocytes T périphériques CD4", puisque
I’injection de TSLP dans des modeles murins KO pour la yc induit une expansion
préférentielle de ces cellules. De plus, la TSLP murine agit préférentiellement sur les
lymphocytes CD4" naifs par rapport aux mémoires [152, 158]. Chez I’'Homme, la TSLP
exerce son role indirectement sur les lymphocytes T, puisqu’elle agit au niveau des cellules
dendritiques qui, a leur tour vont activer les lymphocytes [159]. L’expression de son
récepteur n’est donc presque pas retrouvée au niveau du sang périphérique. Par contre, la
production de TSLP augmente pendant I’activation, elle est exprimée sur les CD4" activés
et augmente leur sensibilité a I’interleukine-2 (IL2) [158]. La TSLP agit également au
niveau des lymphocytes T CD8" en favorisant leur survie par 1’induction du méme facteur

anti-apoptotique que I’IL7, Bcl-2 [155].
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1.3.2  Les cytokines yc

1.3.2.1 Présentation des cytokines yc

Les cytokines sont des hormones du systtme immunitaire qui ont des rdles
importants reliés a la prolifération, la différenciation et la survie cellulaires. Les cytokines
de type I incluent de nombreuses interleukines, des facteurs de croissance et des facteurs
hématopoiétiques. Une des grandes familles des cytokines de type I est la famille des
cytokines yc, qui regroupe les interleukines 2 (IL2); 4 (IL4); 7 (IL7); 9 (IL9); 15 (IL15) et
21 (IL21) (Figure 5). Il existe également des cytokines de type II, qui différent des

cytokines de type I par leur structure tridimensionnelle [160].

Les immunodéficiences combinées séveéres (SCID) sont des maladies rares,
caractérisées par un arrét du développement lymphocytaire T [161]. Plusieurs facteurs
peuvent causer un SCID, entre autres: 1) un déficit en adénosine désaminase; 2) les
mutations dans les enzymes de recombinaison du TCR, soit RAG1 ou RAG2, ou dans les
mécanismes de réparation de I’ADN au cours du réarrangement du TCR tel qu’ARTEMIS;
3) les mutations dans la voie de signalisation du TCR, que ce soit au niveau des chaines du
CD3 [162, 163] ou dans la protéine ZAP70 [164] et 4) les mutations qui impliquent un
défaut dans la voie de signalisation de I’IL7, ou les mutations de la chaine yc, qui ménent a
une absence de toutes les cytokines yc. En effet, ces dernic¢res sont ainsi nommées parce
que leurs récepteurs partagent une chaine commune, la chaine yc [160, 165]. De fait, cette
chaine a d’abord été découverte comme un composant du récepteur de I’IL2 [166] (Figure
5), lorsque l’observation qu’une mutation dans le géne codant pour la chaine yc dans
I’immunodéficience combinée sévere reliée au chromosome X (X-SCID; X-linked Severe
Combined Immunodeficiency) induisait une absence de lymphocytes T et de cellules NK
chez les patients, a démontré le role crucial de la chaine yc dans 1’ontogénie de ces cellules.

Pourtant la découverte que les patients possédant un défaut d’IL2 affichent une ontogénie
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des T et des NK intacte a mené a I’hypothese puis a la confirmation que la chaine yc est

partagée par plusieurs cytokines [160, 167].

L’IL2 fonctionne comme un facteur de croissance pour les T, mais d’autres réles lui
ont ¢galement été décrits : elle augmenterait la fonction cytolytique des cellules NK, et
influencerait la sécrétion d’immunoglobulines par les B [168]. De plus, elle aurait un rdle
immunorégulateur en permettant le développement des Tregs, assurant de ce fait la
tolérance périphérique [169]. Elle agit ¢galement au niveau des T activés en régulant leur

expansion et leur apoptose [170].

L’IL4 a un role important dans le développement des cellules T helper 2 (Th2) et un rdle
majeur dans I’allergie ainsi que dans la commutation de classe des immunoglobulines

[165].

L’IL7 est un facteur de survie majeur et joue un rdle crucial dans 1’ontogénie des
lymphocytes T chez la souris comme chez I’Homme [171, 172]. En fait, c’est le dommage
au niveau de sa voie de signalisation qui est responsable de I’absence des lymphocytes T
observée lors du X-SCID [167]. Chez la souris, I’IL7 est également cruciale pour le
développement des lymphocytes B, ce qui ne serait pas le cas chez I’ Homme, puisque les
patients souffrant du X-SCID affichent une ontogénie des cellules B normale [160].
Toutefois, en culture in vitro, I’IL7 peut induire la différenciation de CSH provenant de la
moelle osseuse d’un adulte en cellules B; elle n’est pas capable d’induire cette

différenciation a partir de CSH provenant de sang de cordon [173].

L’IL9 est un facteur d’activation des éosinophiles, des mastocytes, des cellules épithéliales
et des cellules B [174]. Elle a un role potentiellement activateur dans des désordres
d’inflammation chronique tels que 1’asthme mais semble avoir un role protecteur dans les
infections parasitaires comme les nématodes [175, 176]. Son rdle au niveau des
lymphocytes T n’est pas trés clair, quoique des études montrent, dans des modéles murins,
que dans certaines conditions d’inflammation chronique, I’IL4 et le TGF-f3 favorisent la

sécrétion d’IL9 et d’IL10 par les lymphocytes T CD4' naifs, induisant un nouveau
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phénotype Th9. alors que I’'IFN-y réprime cette sécrétion [177-180]. Le role exact des Th9

dans I’inflammation n’est pas encore ¢lucidé.

L’IL15 est essentielle a ’ontogénie des cellules NK et c’est le défaut dans sa voie de
signalisation qui mene a 1’absence des NK observée dans le X-SCID [160]. La cytokine
joue également un réle important dans 1’homéostasie des lymphocytes T CD8" mémoires
[172]. De plus, I’'IL15 peut induire la trans-présentation, ou le mécanisme qui fait que les
cellules exprimant la chaine o du récepteur a I’IL15 (qui se lie a la cytokine avec une haute
affinité) puissent induire la réponse a I’IL15 dans les cellules exprimant les chaines 3 et y
de ’IL15R [181, 182]. Le mécanisme de la trans-présentation a longtemps été considéré
unique a I’IL15, toutefois des travaux récents sur I’'IL2 ont dévoilé que les cellules
dendritiques pouvaient trans-présenter le CD25 aux lymphocytes T activés afin de favoriser
leur réponse a I’'IL2 et promouvoir leur expansion et le développement des cellules
effectrices [183]. De méme, des études ont montré que 1’IL6 posseéde un mécanisme de
signalisation analogue par liaison a un récepteur membranaire ou soluble, cependant [184,

185].

Enfin, I’'IL21 est une cytokine nouvellement décrite comme faisant partie des cytokines yc
[186]. Son champ d’action est large; entre autres, elle promeut la différenciation des
lymphocytes B en plasmocytes, régule, conjointement avec I’IL7 et I’IL15, ’homéostasie
des CD8" [187] et agit comme facteur pro-apoptotique au niveau des NK et des cellules B
n’ayant pas produit un récepteur (BCR; B-cell Receptor) fonctionnel [186]. L’IL21 est
également un médiateur important de 1’auto-immunité dans les modeles animaux,
particulierement dans le diabete de type I [188] et le lupus érythémateux [189]. Son rdle
anti-tumoral serait également important [186]. Au niveau de la GVHD, plusieurs études ont
démontré dans des modeles transgéniques d’allogreffe qu’une absence d’IL21 sur les
cellules transplantées diminuait les effets néfastes de la GvHD particulierement au niveau

intestinal, en n’affectant pas les effets GvL observés en périphérie [190-193].
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Figure 5. Les récepteurs des cytokines yc et de la TSLP. L’IL2 et I’'IL15 sont les seules
cytokines a posséder un récepteur a trois chaines. Elles partagent la chaine B du récepteur
de I’IL2 (IL2Rp) alors que I’IL7 et la TSLP partagent la chaine a du récepteur de I’IL7
(IL7Ra). Toutes les cytokines yc signalent a travers les kinases JAK1 et JAK3; la TSLP
signale a travers JAKI et JAK2. Les principales protéines STAT phosphorylées sont
montrées par ordre d’importance. STATS regroupe STATSa et STATSb. Adaptée de Y.
Rochman et al. 2009. Nat Rev Immunol. 9(7): p. 480-90.

1.3.2.2 Les cytokines I1L2; IL15; IL21 et IL7 comme agents immunothérapeutiques

Dt au role fondamental des cytokines yc dans la régulation de I’activité cellulaire

des études ont évalué le potentiel

immunothérapeutique de I’IL2, de I’'IL15, de I’IL21 et de I’IL7.

cellules immunitaires, quelques cliniques

L’IL2 a fait I’objet de plusieurs études cliniques visant a évaluer sa capacité a
promouvoir la régénération des lymphocytes dans les cas de patients infectés au VIH [194-
197]. Les études ont montré que I’administration intermittente d’IL2 menait a une
expansion significative des CD4" naives, parfois a des niveaux au dessus de la normale,

avec des effets marqués au niveau de la survie cellulaire. De plus, la thérapie est la plus
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efficace si le nombre de CD4" est inférieur a 200 cellules/mm® [198]. Toutefois, les CD8”,
tout comme les NK, ne bénéficient pas de cet effet. Pourtant, I’'IL2 n’agit pas au niveau de
la fonction thymique, puisque la quantification des TRECs et la mesure du volume
thymique avant et pendant la thérapie ne montrent pas de grandes variations. Kovacs et al.
[197] démontrent que 1’'IL2 induit un effet prolifératif au niveau des CD4" périphériques
pendant les phases de thérapie et qu’a I’arrét de la thérapie, la cytokine induit un effet anti-
apoptotique majeur au niveau de ces cellules, leur permettant de demeurer en périphérie
pendant des années. La thérapie a I’'IL2 induit également une augmentation significative
des Tregs dans les cas de lymphopénie [199]. L’effet anti-tumoral de la cytokine a
également ¢été évalué en clinique avec des effets prometteurs chez des patients présentant
des mélanomes et des carcinomes du rein [165]. De plus, une étude a évalué le potentiel
anti-tumoral de I’'IL2 comme agent de thérapie cellulaire [200] avec des résultats indiquant
que I’insertion du gene de I’'IL2 dans des lymphocytes T anti-tumoraux promeut la survie
de ces cellules apres le retrait de I’IL2 exogene, mais les résultats sont non significatifs au
niveau de I’efficacité anti-tumorale. Une autre étude a évalué I’effet anti-tumoral de I’IL2
recombinante humaine artificiellement couplée au polyéthylene glycol [201] avec des

résultats prometteurs dans un modele murin.

L’IL15, cytokine trés proche de I’IL2 du fait que leurs récepteurs ont deux chaines
en commun, montre des résultats prometteurs dans des études pré-cliniques in vitro du fait
de son potentiel anti-tumoral, particulierement lorsqu’elle est en association avec I’IL15Ra,
en combinaison avec la chimiothérapie ou des vaccins anti-tumoraux. En effet, I’IL15 peut
activer les lymphocytes T CD8" et les NK et promouvoir la formation d’anticorps anti-
tumoraux. La cytokine a également un role protecteur au niveau des T activés contre
I’action des Tregs et peut renverser une tolérance induite contre des antigénes tumoraux en

périphérie [202].

De méme que I’IL15 ou I’IL2, I’'IL21 posséde un potentiel anti-tumoral important et
de nombreuses études de phase I ou II ont montré sa capacité a induire directement

I’apoptose et la régression tumorales dans les cas de mélanomes métastatiques et de
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carcinomes du rein ainsi que de permettre une activation immunitaire anti-tumorale [203-
206]. De plus, lorsqu’utilisée en combinaison avec des anticorps anti-tumoraux
monoclonaux, I'TL21 favorise la production de CD8" réactifs contre la tumeur et induit la
production d’interféron-y (IFN-y) dans des mod¢les murins portant des tumeurs a un stade
avancé [207]. A I'opposé, des études dans des modéles murins ont montré que ’inhibition
des effets de I’'I[L21 meéne a des résolutions de maladies auto-immunes telles que le diabete

de type I ou le lupus érythémateux [165].

Contrairement a I’IL2, une cytokine immuno-activatrice, qui est produite par les
cellules T activées et agit sur ces dernicres en induisant une surexpression de son récepteur,
I’IL7 est une cytokine homéostatique qui serait régulée au niveau transcriptionnel par une
boucle de régulation négative au niveau du stroma [208]. Elle est constitutivement produite
par les cellules stromales et les cellules présentatrices d’antigénes (APCs) [209]. Son
récepteur est exprimé sur les cellules quiescentes puis rapidement internalisé suite a
I’activation des lymphocytes T ou par I’IL7 elle-méme [208, 210]. Sa voie de signalisation
active les kinases JAKI1 et JAK3 puis méne a la phosphorylation de STATS (Figure 5).
Dans les cas de lymphopénie, les niveaux de la cytokine augmentent drastiquement dans le
sang et dans les tissus [211]. Plusieurs études pré-cliniques dans des modeles murins et
primates démontrent [’efficacit¢é de I'I[L7 a induire une certaine reconstitution
lymphocytaire [212-214], promouvoir des réponses anti-tumorales et, de fait, permettre la
survie des animaux lorsque combinée a des vaccins anti-tumoraux. De méme, 1’IL7
augmente les réponses effectrices et mémoires suite a la vaccination dans des modéles
murins [215]. Les niveaux ¢élevés d’IL7 dans les cas de lymphopénie permettent la
prolifération des cellules T possédant un TCR de faible affinité antigénique, ce qui permet
I’induction de DI’expansion homéostatique périphérique (HPE) [216]. Plusieurs études
démontrent I’importance de la HPE dans I’effet régénératif de I’IL7 et un role de la
cytokine dans la reconstitution thymique a ét¢ montré [209, 213, 214, 217]. Par contre,
cette méme HPE prédispose le patient a des maladies auto-immunes en faisant proliférer en

grand nombre des T possédant potentiellement une affinité¢ pour des antigénes du Soi.
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Contrairement au récepteur de 1I'IL2, les Tregs n’expriment qu’un faible niveau du
récepteur de I’IL7 et une étude clinique a montré que I’IL7 induit ’expansion des CD4"
périphériques sans induire une expansion des Tregs [218]. Deux études de phase I ont
ensuite évalué le role de la thérapie a I’IL7 dans la régénération des lymphocytes T dans le
cas de patients atteints du VIH et démontrent 1’efficacité de I’IL7 a induire une expansion
des cellules T naives et matures lorsque mise en combinaison avec la thérapie anti-virale
[219, 220]. De plus, deux études majeures ont évalué le potentiel anti-tumoral et
régénérateur de I’IL7 dans les cas de patients atteints de cancers métastatiques [209, 221] et
démontrent que I’IL7 induit une diversification du répertoire en agissant plus
particuliérement sur les T naifs de la périphérie. Finalement, I’impact de la thérapie a I’IL7
a été évalué¢ dans un modele pré-clinique de greffe de CSH. De fait, 1’effet de I’IL7 sur le
développement de la GvHD n’est pas clair; une étude démontre que I’IL7 induit une
reconstitution immune sans aggraver la GvHD [222], alors qu’une autre semble indiquer
que I’IL7 pourrait ’aggraver [223]. De plus, deux études ont montré que les niveaux d’IL7
dans le sang des patients constituent un biomarqueur du développement d’une GvHD aigué

[223, 224].

14 La souris comme modéle d’étude

1.4.1 L’IL7 humaine comme thérapie dans des modeles murins

Plusieurs études ont évalué les effets régénératifs de I’administration ex vivo d’une
IL7 recombinante humaine (rthIL7) sur des mod¢les murins tumoraux [225], inflammatoires

(choc septique) [226] et de greffe de moelle osseuse [227, 228].

Lorsqu’administrée a des souris sauvages (WT), la rhIL7 induit une expansion de la taille
de la rate et des ganglions lymphatiques de trois a cinq fois la normale. Les comptes
cellulaires des B, T, NK et macrophages sont également significativement augmentés. Par

contre, la rhIL7 induit une expansion démesurée des lymphocytes T CD8" ce qui méne a un
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ratio CD4/CD8 inversé. Par contre, les lymphocytes dérivant de I’administration de la
rhIL7 restent fonctionnels. Les effets de I’administration de la rthIL7 sont dose-dépendants
et transitoires et les comptes lymphocytaires retournent a la normale aprés 1’arrét du

traitement [225].

Lorsqu’administrée a des souris porteuses de métastases pulmonaires dérivant d’un
carcinome, la thIL7 induit également une expansion majeure des lymphocytes B et T ainsi

qu’une réduction de la taille des métastases [225, 229].

Comme I’IL7 est un facteur anti-apoptotique puissant, I’administration de rhIL7 dans un
modele murin de choc septique dérivé d’une péritonite induit une survie prolongée de
I’hote, une diminution de I’apoptose des T CD4" et CD8" par I’induction de I’expression du
facteur anti-apoptotique Bcl-2, une réinduction de la production de I’'IFN-y et permet un
meilleur recrutement des cellules effectrices au site d’infection. La rhIL7 induit également

une surexpression du co-récepteur CDS a la surface des lymphocytes T CD8" [226].

Dans des mode¢les de lymphopénie comme dans les cas de greffe de moelle osseuse, la
rhIL7 pourrait avoir un effet thymopoiétique et des études ont montré que la cytokine
semble, de fait, induire une augmentation du nombre de DN dans le thymus [227, 228].
Deux études ont évalué¢ I'impact d’une administration exogene d’IL7 sur la régénération
lymphocytaire [230, 231]. L’une a montré que la cytokine induit I’expansion des émigrants
thymiques présents en périphérie sans impact sur la fonction thymique [231], I’autre montre
que dans les cas de greffe de moelle osseuse dont les lymphocytes T ont été retirés, 1’IL7
induit I’expansion des émigrants thymiques alors que dans les cas de greffe de moelle
osseuse qui contient des lymphocytes T, ’IL7 induit préférentiellement 1’expansion des

lymphocytes T matures [230].

1.4.2  Les émigrants thymiques humains et les émigrants thymiques murins

Les émigrants thymiques (RTEs) sont des lymphocytes T CD4" et CDS8" matures

exprimant un récepteur de cellules T (TCR) af} fonctionnel, venant de quitter le thymus.
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Aprés une maturation supplémentaire dans les organes lymphoides secondaires, ils
deviennent des cellules naives qui circulent continuellement dans le sang et en périphérie
[232]. La quantification du nombre de RTEs produits chaque jour par le thymus donne
donc une approximation de la fonction thymique et de la contribution de 1’organe au «pool»
de cellules T périphériques. Il est donc particulierement important de mesurer cette fonction
thymique dans des conditions qui influencent la régénération lymphocytaire T telles que le

VIH, les conditionnements pré-greffe ou la période post-greffe [233].

Un des moyens disponibles pour quantifier la fonction thymique (i.e. le nombre de
RTEs produits) est la mesure des cercles d’excision du TCR aff (TRECs) dans les cellules
T de la périphérie. Les TRECs sont des fragments d’ADN excisés durant le réarrangement
du gene de la chaine o du TCR et maintenus dans les cellules sous forme épisomale. Deux
sortes de TRECs sont produits suite a la délétion du locus & du locus a, les signal-joints
TRECs (sjTRECs) en premier puis les coding-joints TRECs (¢cjTRECs) [234]. 1l ne peut y
avoir au maximum que deux sjTRECs et deux cjTRECs dans une cellule si le
réarrangement a eu lieu sur les deux alleles. Les TRECs sont stables et ne sont pas
répliqués durant la mitose, ce qui meéne a leur dilution progressive puisqu’ils ne sont

transmis qu’a une seule cellule-fille.

De fait, les RTEs ont un niveau de TRECs détectable supérieur a celui des cellules naives et
celles-ci ont, de méme, un niveau supérieur de TRECs a celui des cellules mémoires [235,
236]. Il y a plusieurs moyens de mesurer les TRECs : par réaction en chaine de la
polymérase (PCR) en temps réel (RT-PCR), par PCR quantitative (q-PCR) et par PCR-
ELISA. La sensibilité des techniques de détection voisine les 70 % ce qui fait de la
quantification des TRECs en périphérie une bonne approximation de la fonction thymique
chez ’Homme. Par contre, comme la fonction thymique diminue due a I’involution
thymique reliée a 1’age, la concentration de TRECs détectés en périphérie va également
diminuer ce qui amene un biais non négligeable dans I’interprétation des résultats [233,

237, 238].
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Du fait de leur ressemblance avec les cellules naives, peu de marqueurs spécifiques
au RTEs ont été identifiés a ce jour. Deux études ont toutefois décrit deux marqueurs
spécifiques aux RTEs CD4", le marqueur CD31 [239] et la protéine tyrosine kinase 7
(PTK-7) [240].

Plusieurs techniques sont utilisées afin d’identifier les RTEs murins, parmi
lesquelles le marquage intrathymique a la fluorescine isothyocyanate (FITC) et
I’incorporation intracellulaire de bromodeoxyuridine (BrdU) (un analogue de la thymidine).
Ces techniques peuvent également étre combinées a des marquages extracellulaires et a la
greffe congénique de lobes thymiques. La mesure des TRECs peut aussi étre appliquée aux
modeles murins. De plus, un modele transgénique, développé il y a quelques années,
permet ’identification des RTEs en périphérie suivant 1’expression extracellulaire de la

protéine fluorescente verte (GFP).

Le marquage intra-thymique au FITC permet une identification efficace des cellules
quittant le thymus et permet de déterminer avec précision le temps requis aux RTEs pour se
rendre en périphérie. De fait, les études ont permis de démontrer que les RTEs CD4" et
CDS8" sont matures et fonctionnels dans les vingt-quatre heures aprés leur sortie du thymus,
ce qui suggere qu’a leur sortie immédiate, les RTEs ressemblent phénotypiquement aux
thymocytes simple positifs encore présents dans le thymus [241]. Cette technique a
également permis d’identifier ’expression de I’intégrine ar comme marqueur des RTEs
CDS8". Par contre, le FITC se dilue rapidement, ce qui empéche 1’étude phénotypique a long
terme des RTEs. De plus, la technique engendre un stress chirurgical non négligeable aux
animaux, souvent le jour méme de I’analyse [242]. Lorsque combiné au marquage intra-
thymique au FITC, le marquage extracellulaire permet une caractérisation plus fine du
phénotype des RTEs comparé¢ a celui des thymocytes [243]. Ainsi, les RTEs expriment la
L-sélectine CD62 (CD62L) et n’expriment pas le marqueur d’activation CD69, a 1’opposé
des thymocytes et comme les cellules périphériques matures. De plus, les RTEs CD4" et
CD8" différent I’'un de ’autre suivant différents marqueurs. En effet, les RTEs CD4"
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n’expriment pas, ou a faible degré, I’intégrine B7 et ont une expression intermédiaire de

CD45RB. Par contre, les RTEs CD8" expriment fortement les deux marqueurs.

L’incorporation intracellulaire de BrdU identifie les RTEs comme les cellules n’exprimant
pas fortement ce marqueur (BrdU"), ce qui suggére que les RTEs incorporent, dans leur
acide désoxyribonucléique (ADN) nouvellement synthétisé, le BrdU et la thymidine de
thymocytes mourants. La technique présente 1’avantage de permettre 1’étude des RTEs dans
des mod¢eles non-manipulés mais induit un probléme d’identification de la population
BrdU" dans la périphérie, ou elle est contaminée par la population BrdU", correspondant
aux cellules T périphériques venant de se diviser [244]. De méme, la greffe de lobes
thymiques congéniques combinée au marquage intra-thymique au FITC ne permet pas

I’étude a long terme des cellules en périphérie pour les mémes raisons [245].

La mesure du nombre de sjTRECs et ¢jTRECs dans les cellules T périphériques murines est
également possible, mais est biaisée par le fait que les cellules naives peuvent toujours
porter les fragments d’ADN correspondants au TRECs. De plus, comme les TRECs ne sont
pas transcrits, la moiti¢ des RTEs ne sont plus détectables a chaque division cellulaire

[246].

Le dernier moyen d’identification des RTEs en périphérie a été¢ développé il y a quelques
années par I’équipe de Fink et al. [247]. Le mode¢le est une souris transgénique qui exprime
la GFP sous le promoteur de I’enzyme RAG2 (RAG?2). Par conséquent, dans ce modele, la
GFP est exprimée a chaque fois que le TCR est recombiné (au stade DN3 dans le thymus).
La protéine reste détectable dans les cellules DP, mais également dans les simple-positifs et
dans certaines cellules de la périphérie. Ces cellules GFP™ ont donc quitté le thymus peu de

temps avant et peuvent étre considérées comme des RTEs (Figure 6).
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Figure 6. Expression de la GFP dans le thymus et en périphérie (rate, ganglions
lymphatiques) d’une souris RAG2p-GFP. DN, double-négatifs; DP, double-positifs; SP,
simple-positifs; MFI, intensit¢ de fluorescence moyenne (mean fluorescence intensity).
Adaptée de T. Boursalian et al. 2004. Nat Immunol. 5(4): p. 418-25.
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1.5 Justification du projet

L’interleukine-7 (IL7) est une cytokine cruciale dans [’homéostasie des
lymphocytes B et T. Pourtant, lorsque ses niveaux sériques augmentent, comme dans les
cas de lymphopénie, les lymphocytes T CDS8" et les lymphocytes T CD4 " ne réagissent pas
de la méme manicre face a la cytokine. En effet, I’IL7 induit une expansion homéostatique
périphérique (HPE) efficace des CDS", qui proliférent et retournent a leurs niveaux basaux,
alors que la majorité des lymphocytes T CD4", exception faite des lymphocytes T CD4"
possédant une haute affinité pour le CMHII, ne proliférent que trés peu, ce qui prédispose
les patients aux infections opportunistes et aux rechutes. Dans les cas de lymphopénie, la
HPE des lymphocytes T est induite par plusieurs facteurs et principalement par les niveaux
d’IL7 sériques ¢élevés. Toutefois, dans wun organisme non-lymphopénique, une
administration supra-physiologique exogene d’IL7 peut mimer les conditions retrouvées en
lymphopénie et de ce fait induire une prolifération des lymphocytes T non observable
normalement. De fait, cette prolifération étant dépendante des niveaux ¢élevés d’IL7 induits,
le terme «expansion homéostatique» peut donc s’appliquer pour caractériser cette

prolifération.

Plusieurs études cliniques ont évalué le potentiel de I’administration exogéne d’IL7
a permettre une régénération des lymphocytes T. De fait, la cytokine augmente les nombres
absolus de globules blancs et pourrait avoir un effet au niveau de la thymopoicse,
particuliérement au niveau des émigrants thymiques CD4" (CD4 rrgs), puisque son
administration permet une diversité de répertoire, malgré une prolifération faible des
cellules naives. Pourtant, les preuves fonctionnelles que la thérapie a I’IL7 favorise les

CD4 "rrs demeurent trés faibles.



40

1.6 Hypothése et objectifs

1.6.1 Hypothese de recherche

Nous postulons que dans un environnement non-lymphopénique, la thérapie a
I’interleukine-7 (IL7) favorise la prolifération homéostatique des émigrants thymiques

CD4" (CD4 rrgs) par rapport a leurs homologues matures de la périphérie (CD4 pery).

Nous proposons que le mécanisme responsable soit une plus grande sensibilité a
I’IL7 des CD4 rygs par rapport aux CD4 per. Cette sensibilité serait induite a la fois par les
niveaux plus élevés d’IL7 dans le thymus et par le plus grand nombre de contacts

TCR/CMHII disponibles dans la médulla thymique par rapport a la périphérie.

1.6.2  Objectifs

L’objectif général du projet est d’étudier le mécanisme par lequel I’interleukine-7

induit ’expansion homéostatique des lymphocytes T CD4 ",

Les objectifs spécifiques du projet sont :

1) D’évaluer, in vivo, ’effet de la thérapie a I’'IL7 sur la prolifération
des CD4 rrgs par rapport aux CD4 pgg; dans des hotes sauvages
(WT), déficients en molécules de CMHII (CMHII™) ou dans des
hotes dans lesquels 1’acces au contact TCR/CMHII a été

artificiellement augment¢.

2) D’évaluer, in vivo, la sensibilité a ’TL7 des CD4 gy, par rapport aux

CD4 pgr; dans des hotes WT.

3) D’évaluer, in vitro, la sensibilité a 1’IL7 et la survie des CD4 ggs par

rapport aux CD4 " pgr1.



Chapitre 2

ARTICLE SCIENTIFIQUE : Le nombre de contacts
TCR/CMHII regus dans le thymus controle la sensibilité
a I’interleukine-7 (IL7) des émigrants thymiques CD4"

dans un modéle murin sauvage
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2.1 Contribution des auteurs

J’ai effectué la majorité des expériences, analysé les résultats et rédigé le manuscrit.
Dominique Leboeuf a effectué les expériences de stimulation a I’IL7 in vitro.

Ryan Murphy, Simon-David Gauthier et Stéphanie Thiant ont contribué a certaines

expériences et participé a la relecture du manuscrit.
Dre. Crystal Mackall a participé a la relecture du manuscrit.

Dr. Martin Guimond a élaboré ’hypothése du projet, supervisé les travaux de recherche,

participé a 1’analyse des résultats et rédigé le manuscrit.
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2.2 Résumé francais

L’interleukine-7 (IL7) est actuellement utilisée en clinique afin d’augmenter les
comptes lymphocytaires T chez des patients lymphopéniques. Toutefois, la raison de
’expansion préférentielle des lymphocytes T CD8” par I’IL7 demeure toujours inconnue de
nos jours. Nous montrons dans cette étude que 1’expansion préférentielle des T CD8" est
due au fait que I’IL7 induit une prolifération efficace des T CD8" périphériques (CD8 peri)
ainsi que des CD8 rres. Par contre, 1’effet prolifératif de I’IL7 est restreint
presqu’uniquement aux CD4 r1es méme si les CD4 ppgr; survivent mieux en périphérie que
les CD4 grgs. Etonnamment, de plus faibles doses d’IL7 sont nécessaires aux CD4 g1s afin
de phosphoryler STATS ou de proliférer comparativement aux CD4 " pgri. De fait, nous
démontrons que les contacts TCR/CMHII sont nécessaires a la prolifération induite par
I’IL7 des CD4 'g1gs en périphérie. De plus, augmenter au Flt3 ligand le nombre de cellules
dendritiques périphériques d’une souris donneuse, avant de transférer ses Tpgr; dans des
souris receveuses traitées a I’IL7 induit une prolifération significative des CD4 pgri.
Jusqu’a maintenant, nos résultats indiquent donc que 1’abondance des contacts TCR/CMHII
recus dans le thymus contrdle la sensibilité a I’IL7 des CD4 " r1Es. Finalement, I’observation
que les CD8 peri et CD8 jEs prolifeérent pareillement pendant la thérapie a I’'IL7, alors que
la prolifération des T CD4" est largement restreinte aux RTEs expliquerait pourquoi, dans
les cas de lymphopénie, la régénération des T CD4  est aussi dépendante de la

thymopoiese.
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ABSTRACT

Interleukin-7 (IL7) is currently used in trials to increase T cells counts in different clinical
settings of human lymphopenia. Nowadays, it is still not known why IL7 therapy is more
effective toward the expansion of CD8" T cells rather than CD4" T cells. Here we show that
CD8" T cells preferential expansion is due to IL7-induced efficient proliferation of
peripheral CD8" T cells (CD8+pER1) and CD8 r1gs. In contrast, the proliferative action of
IL7 is largely restricted to CD4 r1Es although peripheral CD4" T cells (CD4+pERI) survive
better in the periphery than CD4 rrgs. Interestingly, CD4 rrgs require lower concentrations
of IL7 in order to phosphorylate STATS or proliferate when compared to CD4 perr. In fact,
we demonstrate the requirement for TCR/MHCII contacts to support the IL7-induced HPE
of CD4 " p1gs in the periphery. Furthermore, augmenting the number of MHCII expressing
cells in the periphery of donor mice by treating them with FIt3 ligand (FIt3L) prior isolating
and transferring their Tpggr;y cells in IL7-treated congenic recipients, significantly enhances
the IL7-induced proliferation of CD4 "pgri. Thus far, our results indicate that the abundance
of TCR triggering occurring inside the thymus drives IL7 responsiveness of CD4 rrgs.
Moreover, the observation that CD8 pgr; and CD8 g proliferate similarly during IL7
therapy, while proliferation of CD4" T cells is largely restricted to RTEs, may explain why
CD4" T cells regeneration in lymphopenic settings is highly dependent on thymopoiesis.
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INTRODUCTION

Homeostasis keeps T cell numbers and diversity of repertoire constant in the periphery
throughout the entire life of an individual [248-250]. In a T-cell sufficient environment,
peripheral T cells divide slowly in a process called homeostatic cycling (HC). In
lymphopenic environments or during aging, thymic senescence occurs and peripheral
mechanisms insure maintenance of T-cell numbers and TCR diversity [85]. In fact, during
lymphopenia, HC becomes exaggerated, which results in a global proliferation of
peripheral residual T cells called homeostatic peripheral expansion (HPE) [251]. Several
homeostatic factors are found at levels above normal during lymphopenia and are thought
to contribute to the brisk proliferation of T cells to cognate antigens, moderate proliferation
against low affinity self-peptide/MHC antigens as well as TCR-independent cycling of
memory CDS8" proliferation [49, 252]. As a result, T-cell regeneration via HPE is providing
a fertile ground to the expansion of T cells with a TCR with the highest affinity for cognate
or self-peptide-MHC molecules, which essentially leads to poor TCR diversity and even
autoimmunity [253, 254].

Pre-clinical mouse models have provided conclusive evidences that homeostatic
maintenance of CD4" naive and memory T cells as well as CD8" naive T cells rely on TCR
signaling through self-peptide/MHC contact and cytokines such as interleukin-7 (IL7) [251,
255-260]. IL7 is a cytokine mainly produced by thymic and bone marrow stromal cells as
well as antigen-presenting-cells (APCs), but is not produced by lymphocytes [261, 262]. It
is necessary for T-cell production and survival as mice lacking IL7 or the a chain of its
receptor are devoid of T cells [263, 264].

Thus, preventing TCR contact with self-peptide/MHC molecules or interfering with IL7
pathway [265-267] accelerates lymphocyte decay. Together, the model put forth to explain
maintenance of T cells in the periphery relates to a two signals model; a cell-cell interaction
that provides tonic TCR stimulation by self-peptide/MHC class I or II expressing cells and

binding of cytokines such as IL7, delivered as soluble factors that promote survival [268].
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Post-natal T-cell depletion in humans typically occurs in the setting of high dose
chemotherapy. Regeneration of T lymphocytes can follow two distinct pathways; thymic
production of new lymphocytes that essentially recapitulates ontogeny and allows a broad
TCR diversity, and HPE. In fact, HPE is known to efficiently regenerate CD8" T cells but
be highly inefficient for CD4" T lymphocytes, which often leaves patients with long lasting
CD4" T-cell lymphopenia that can lead to opportunistic infections and relapses [269].
Because of the central role of IL7 in T lymphocyte homeostasis, several clinical studies
[209, 218, 221] were conducted in order to address the role of this cytokine in T-cell
regeneration in different settings of lymphopenia. These studies demonstrated that IL7
administration mediated an increase in total cell counts with a preferential impact on naive
CDS8" T cells. Moreover, in a murine model, two studies showed a possible effect of IL7
therapy on recent thymic emigrants, one in a lymphopenic setting and the other in a wild-
type [230, 231]. Furthermore, another study in a murine wild-type setting showed that IL7
administration induced a T-cell expansion with a preference for CD8" T cells accumulation,
which eventually led to an inverted CD4/CD8 ratio [261, 262]. Given that thymopoiesis is
typically absent in lymphopenic humans and thymic output was shown to be instrumental
to the recovery of CD4" T cells [85], we postulated that the proliferative effect of IL7
therapy was largely restricted to CD4" recent thymic emigrants (CD4 rrgs) as, in humans,
RTEs were demonstrated to be more sensitive to IL7 than their naive counterparts [236].
Here we show that CD8" T cells preferential expansion is due to IL7-induced efficient
proliferation of peripheral CD8" T cells (CD8+pER1) and CD8rres. In contrast, the
proliferative action of IL7 is largely restricted to CD4 grgs although peripheral CD4" T cells
(CD4 pgry) survive better in the periphery than CD4 gy, Interestingly, CD4 grgs require
lower concentrations of IL7 in order to phosphorylate STATS or proliferate when compared
to CD4 pgr1. In fact, we demonstrate the requirement for TCR/MHCII contacts to support
the IL7-induced HPE of CD4 grgs in the periphery. Furthermore, augmenting the number
of MHCII expressing cells in the periphery by treating donor mice with FIt3 ligand (FIt3L)
prior initiating IL7 therapy in recipients, significantly enhances the IL7-induced

proliferation of CD4 pgri. Thus far, our results indicate that the abundance of TCR
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triggering occurring inside the thymus drives IL7 responsiveness of CD4 rrgs. Moreover,
the observation that CD8 pgr; and CDS8 gy proliferate similarly during IL7 therapy, while
proliferation of CD4" T cells is largely restricted to RTEs, may explain why CD4" T cells
regeneration in lymphopenic settings is highly dependent on thymopoisis.
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MATERIAL AND METHODS

Animals and administration of IL7 and Flt3L. All experiments were approved by the
Animal Committee of Maisonneuve-Rosemont Hospital Research Center. C57BL/6Ly5.1
(SIL; CD45.1") and, where indicated, C57BL/6Ly5.2 (B6; CD45.2") mice were purchased
from The Jackson Laboratory and bred at the Animal Production Unit of the Maisonneuve-
Rosemont Hospital animal facility. B6 RAG2p-GFP transgenic mice were kindly provided
by Dr. Claude Perreault (University of Montreal) and were bred at the Animal Production
Unit of the Maisonneuve-Rosemont Hospital animal facility. B6 Abb (H2-Abl) transgenic
mice were purchased from Taconic Farms. B6 Thyl.1 (B6 PL) mice were purchased from
The Jackson Laboratory. Recombinant human IL7 (rhIL7) (10 pg) or vehicle (phosphate
buffer saline; PBS) was administered to mice for 7 days as a daily intraperitoneal (i.p.)
injection. For the in vivo experiment with varying doses of IL7, mice received 0, 1, 2.5, 5 or
10 pg per day of rhIL7 as a daily i.p. injection. Mice were sacrificed on day 7 and
transferred lymphocytes were analyzed for proliferation. Recombinant human IL7 was
supplied by Cytheris Inc. Recombinant human FIt3 ligand (F1t3L) (10 pg) or vehicle (PBS)
was administered, where indicated, to mice for 14 days as a daily 1.p. injection. Mice were
sacrificed on day 14 and peripheral T cells were isolated for transfer into WT IL7- or PBS-

treated congenic recipients. FIt3L was purchased from BioXcell.

CFSE staining and adoptive transfer of lymphocytes. Two axillary and two inguinal lymph
nodes (LN) obtained from CD45.1" wild-type, or where indicated, FIt3L-treated mice were
homogenized in a single-cell suspension at a concentration of 1 X 10® cells per mL in PBS
containing 2% of fetal bovine serum (FBS; Wisent) and ImM of ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) and peripheral T lymphocytes (Tperi) were enriched by negative selection as
described in the mouse T-cell enrichment kit (StemCell Technologies). For enrichment of
recent thymic emigrants (RTEs), negative selection on CD4 and CD8 positive selection kits
(StemCell Technologies) was performed on CD45.1" or, where indicated CD90.1" wild-

type thymuses. Thymuses were homogenized in a single-cell suspension at a concentration
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of 1 X 10® cells per mL in PBS containing 2% of FBS and 1 mM of EDTA. Enriched Tpgg;
or RTEs were then suspended at a density of 1 X 107 cells per mL in PBS and incubated for
15 min at room temperature with 1 pL per 1 X 107 cells of 5 mM carboxyfluorescein
diacetate succinimidyl diester (CFSE; Molecular Probes). Cells were washed once in PBS
and were suspended at a density of 2 X 10° cells per mL in PBS. Recipient mice received 1
X 10° CFSE-labelled polyclonal T cells (Tpgr; or RTEs at a CD4/CDS8 1:1 ratio) or, where
indicated 2 X 10° cells of mixed CD45.1" Tperi and CD90.1" RTEs at a 1:1 ratio or, where
indicated 5 X 10° sorted GFP™ T cells. After 7 days, mice were sacrificed and CFSE content
was analyzed with a four-laser LSR II (Becton Dickinson). FlowJo software (TreeStar) was
used for all analyses. Calculation of the absolute number of cells recovered per lymph
nodes and spleens used a gate that included lymphoid and myeloid cells according to the
forward-scatter and side-scatter profiles. GFP™ cells were sorted using a FACSAria III

(Becton Dickinson) and monoclonal antibodies directed against CD4, CD8 and CD11c.

Flow cytometry. T lymphocytes were suspended at a density of 1 X 107 cells/mL in RPMI
medium (Wysent) (containing 2% FBS) and were incubated for 30 min on ice with diluted
monoclonal antibodies. Cells were then washed once with PBS and were suspended in PBS
containing 1% of formalin (ACP Chemicals Inc.) in PBS. Sorted, CFSE-labeled, and
adoptively transferred GFP cells were also fixed in formalin prior to analysis in order to
bleach the GFP. The following monoclonal antibodies were used (all from Biolegend):
pacific blue—anti-CD4 (RM4.5); phycoerythrin—anti-CD8 (53-6.7); and fluorescein
isothiocyanate—anti-CD8 (5H10-1); allophycocyanin-cyanine 7-anti-CD62L (MEL-14);
phycoerythrin-anti-CD45RB (C363-16A); phycoerythrin-cyanine 7-anti-CD69 (H1.2F3);
allophycocyanine-anti-B 7 integrin (FIB504). Allophycocyanin—conjugated anti-CD45.1
(A20) was from BD Biosciences. Immunofluorescence was determined by automated
multiparameter flow cytometry, analyzing at least 1 X 10” cells for purity and up to 1 X 10’
cells for CFSE analysis. For cell sorting, up to 1 X 10® lymph nodes cells were labelled
with the following antibodies (all from Biolegend): pacific blue-anti-CD4 (RM4.5);
allophycocyanine-anti-CD8 (53-6.7); phycoerythrin-cyanine 7-anti-CD11c (N418). For
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detection of phosphorylated STATS5, 2 X 10° cells were labelled with the following
antibodies (all from BD Biosciences): allophycocyanine-anti-CD4 (RM4.5); peridinin-
chlorophyll-cyanine 5.5-anti-CD8 (53-6.7) and phycoerythrin-anti-STATS (pY694; 47).
For Bcl-2 intracellular staining, 1 X 10° cells were labelled with the following antibodies
(all from Biolegend): allophycocyanine-anti CD4 (RM4.5); phycoerythrin anti-CD8 (53-

6.7). Fluorescein isothiocyanate-anti Bcl-2 (3F11) was from BD Biosciences.

IL7 stimulation and STATS staining. For detection of phosphorylated STATS, 2 X 10°
CD4 per; T cells and CD4  rgs were suspended at 4 X 10° cells per mL in RPMI + HEPES
10 mM and starved for 1 hour at 37°C. Cells were then stimulated for 30 minutes at 37°C
with different concentrations of thIL7 (0; 0.01; 0.1; 1; 10 ng per mL) in RPMI + 10% FBS.
After stimulation, cells were fixed in hot (at 37°C) Lyse/Fix Buffer (BD Biosciences),
washed twice in FacsWash Buffer (BD Biosciences) and made permeable in iced Perm
Buffer III. Cells were then washed twice in FacsWash Buffer and stained for CD4, CDS8
and phosphorylated STATS.

IL7 stimulation and Bcl-2 staining. For Bcl-2 intracellular staining, 1 x 10° CD4"pgr; T
cells and CD4 gres were suspended at 1 x 10° cells per mL in RPMI + 1%
Penicilin/Streptomycin + 0.1% HEPES + 10% FBS and incubated with different
concentrations of rhIL7 (0; 0.01; 0.1; 1; 5 ng per mL) at 37°C for 24 hours. Cells were then
washed once with 0.1% saponin in FacsWash Buffer (BD Biosciences) and stained for Bcl-
2. Cells were then washed once with 0.1% saponin in FacsWash Buffer, twice with

FacsWash Buffer only and stained for CD4 and CDS.

Statistical analyses. Prism 5.0 (GraphPad Software) was used for tests. A two-tailed,
unpaired Student’s t-test with 95% confidence bounds was used for statistical analysis. A p-

value less than or equal to 0.05 was considered significant.
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RESULTS

IL7 therapy preferentially expands CD8" T lymphocytes. In humans, primates and mice,
IL7 therapy has been shown to induce global T cell expansion [209, 217, 218, 231, 270,
271]. However, a careful analysis of how T cells expand during IL7 therapy have
highlighted major differences in the way CD8" and CD4" T cells respond to the cytokine.
Since IL7 is a homeostatic cytokine that serves to maintain both CD4" and CDS§"
lymphocytes, this work was undertaken to understand the mechanism responsible for the
preferential expansion of CD8" T cells by IL7 therapy. Following a 7 days course of IL7
therapy, mice exhibit enlarged spleen associated with an augmented number of splenocytes
(PBS =119.4 + 7.4 X 10° cells versus IL7 = 329.5 + 12.2 X 10° cells) and enlarged lymph
nodes (LN) with accumulation of LN cells (PBS =9.9 + 1.2 X 10° cells versus IL7 = 51.9
X + 3.1 10° cells) (Figure 1A). Interestingly, we found that IL7 therapy induces a higher
fold expansion in T cells numbers in the LN than in the spleen (5.2 versus 2.2). Analysis of
T-cell subsets confirmed that IL7 therapy induces expansion of both CD8" T cells (LN:
PBS = 1.5+ 0.2 X 10° cells versus IL7 = 11.4 + 0.7 X 10° cells, p<0.0001; Spleen: PBS =
8.2+ 0.6 X 10° cells versus IL7 = 29.5 + 1.6 X 10° cells, p<0.0001) and CD4" T cells (LN:
PBS = 2.0 + 0.3 X 10° cells versus IL7 = 8.1 + 0.4 X 10° cells, p<0.0001; Spleen: PBS =
12.5+ 0.9 X 10° cells versus IL7 = 17.7 + 0.9 X 10° cells, p>0.001). Importantly however,
as predicted when based on previous studies [225, 272], a bias toward a preferential
expansion of CD8" T cells was seen in IL7-treated mice (fold expansion in LN: CD4" T
cells = 4.0 versus CD8" T cells = 7.6; in spleen: CD4" T cells = 1.4 versus CD8" T cells =
3.6) (Figure 1B-C). These results demonstrate that exogenous administration of IL7
augments both CD4" and CD8" T-cell counts in the LNs and spleen of mice but this is
accompanied with an important skewing toward the accumulation of CD8" T cells. Because
supraphysiological levels of IL7 can potentially affect both thymic output and peripheral T
cells, and each pathway may contribute differently to the overall T-cell expansion [208,
209, 218], we used an adoptive transfer strategy to exclude any contribution of

thymopoiesis and restricted our focus on mature peripheral T cells (Tpgri) (Figure 2A).
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Using CFSE-labeled CD45.1" T cells transferred into congenic recipients, we found that
IL7 therapy favors the accumulation of CD8 pggr; lymphocytes in LN (fold expansion of
CD4 pgr; = 3.7 versus CD8 pgr; = 5.6) but not in the spleen where accumulation of
CD8 peri and CD4 'per; was similar (fold expansion of CD4 per1 = 1.4 versus CD8 pgry =
1.5) (Figure 2B-C). IL7 therapy induced the expansion of CD4 pgg; T cells in the LN (PBS
=6.0 + 1.0 X 10° cells versus IL7 = 22.0 + 3.2 X 10° cells; p<0.0005) and spleen (PBS =
21.5 + 1.9 X 10* cells versus IL7 = 30.4 + 1.8 X 10* cells; p<0.01) of IL7-treated animals.
Similar data were obtained with CD8 pgr; T cells with cells counts increased in LN (PBS =
6.2+ 0.7 X 10’ cells versus IL7 = 34.8 + 4.2 X 10* cells; p<0.0001) and spleen (PBS = 30.3
+39 X 10* cells versus IL7 = 45.6 +27 X 10* cells; p<0.01) of IL7-treated animals
(Figure 2D-E). Finally, we analyzed the effect of IL7 therapy on lymphocyte proliferation
and as expected, CD8 pgr; CD45.17 T-cell expansion was associated with robust
homeostatic proliferation by IL7. Surprisingly however, CD4 pgg; CD45.17 T cells
accumulated quite much despite inefficient homeostatic proliferation induced by IL7
therapy (Figure 2B-C). These results confirm the critical role of IL7 in supporting T cell
homeostasis in vivo but also provide support to a model wherein IL7 signalling on CD4 pgr;
and CD8 pgr; T cells triggers different outcomes, favouring survival for CD4 peri
lymphocytes and proliferation for CD8 pgg; T cells, both of the processes leading to T-cell

accumulation in this setting.

IL7 therapy induces a stronger HPE of CD4" recent thymic emigrants (RTEs)
(CD4"rrEs) than CD4 pgg;. The results reported above and published studies in humans
demonstrating IL7-induced expansion of CD4" CD31" cells suggest a role for IL7 in the
maintenance of these cells [209, 273]. However, modulation of thymic subsets by IL7 is
still controversial and, in fact, we did not find significant changes in the distribution or
absolute numbers of thymocytes in IL7-treated animals (data not shown). Since RTEs
express IL7Ra and are believed to respond vigorously to elevated systemic IL7 [231, 274],
we postulated that IL7 therapy might affect these cells to a greater extent when compared to

their mature counterparts. Murine RTEs are still phenotypically not well defined, so we
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used the RAG2p-GFP transgenic mouse model to isolate circulating RTEs, and evaluate the
expression of some markers (CD45RB, CD69, B7 integrin, CD62L) that have been
previously used to estimate RTEs among CD4" T cells [243]. Interestingly, we found that
CD4" circulating RTEs exhibit a unique but more mature phenotype than CD4 'g1g, (Figure
S1). We so enriched in RTEs by isolating single positive CD4" and CD8" thymocytes
(CD4+RTES and CD8+RTES). In order to measure RTEs responsiveness to IL7 therapy, we
transferred highly enriched, CFSE-labeled, CD4 gres and CD8'rrps into congenic
recipients. Mice were then treated with IL7 for 7 days (Figure 3A). We observed that IL7
therapy induced a stronger accumulation of CD4 " r7Es compared to CD4 pery (ratio
CD4/CDS8: RTEs = 1.6 + 0.1 versus PERI = 0.6 + 0.05) (Figure 3B) and CD4 grps = 42.4 +
2.7 % versus CD4 pgri = 13.6 + 0.7 %; p<0.0001 (Figure 3C-D). Furthermore, the
magnitude of proliferation of CD4 "rgs was similar to that of CD8 rres (Figure 3E-F), yet
CD4 r1gs accumulated to a greater extent than CD8 r1Es in LN of IL7-treated mice (Figure
3G). In the spleen, accumulation of CD4 rrps was similar to CD8 rrgs, with a ratio
CD4/CD8 maintained around 1 during the course of the therapy (Figure 3H). Thus, our data
demonstrate that IL7 therapy acts differently on CD4" T cells: on one hand it induces
survival of CD4 pgr; T cells, while minimally affecting their proliferation; on the other

hand, IL7 induces stronger proliferation of CD4 r1gs which favors their accumulation.

Peripheral CD4" GFP" cells rapidly diminish their response to IL7 therapy. Given that
IL7 therapy induces stronger HPE in CD4 grgs, we postulated that cells proliferating within
the pool of CD4 pgg; T cells were possibly circulating RTEs. To test this hypothesis, we
used the RAG2p-GFP transgenic mouse model. We sorted and CFSE-labeled CD4 pgr;
GFP" T cells (i.e. circulating RTEs), CD4 "per; GFP™ T cells (i.e. peripheral mature T cells)
as well as thymic CD4" GFP" cells (i.e. CD4 rrgs) and transferred them into different WT
congenic recipients. Mice were then treated with PBS or rhIL7 for 7 days (Figure 4A). As
CD4 pgri GFP™ cells represent circulating RTEs, we predicted that they would proliferate to
a greater extent than CD4 prr; GFP” cells. Surprisingly however, we neither find enhanced

proliferation nor greater accumulation of CD4 pgr; GFP™ cells following IL7 therapy
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(Figure 4B-D). Nonetheless, we did observe a weak trend toward a lower proliferation of
CD4 pgr; GFP™ cells, which may indicate that once RTEs have integrated the periphery,
they rapidly diminish their sensitivity to IL7. To address this possibility, we parked
CD4 "rrgs inside congenic recipients for 3 days prior initiating IL7 therapy. In control mice
where IL7 therapy was started immediately upon RTEs transfer, approximately 40% of the
cells underwent proliferation. In contrast, delaying IL7 therapy for 3 days following the
transfer of CD4 'rrgs in congenic hosts diminished approximately by 50% their intensity of
proliferation (Figure 4E-F). Thus, our data demonstrate that once RTEs reach the periphery,
they rapidly reduce their sensitivity to IL7 therapy.

IL7 therapy-induced proliferation is dependent on TCR/MHCII interaction. The
current model holds that TCR triggering and IL7 work together to maintain T cell numbers
in the periphery [251, 255]. Whether TCR/MHCII interaction is still necessary when
supraphysiologic doses of IL7 are provided in vivo to CD4 r1gs remains unknown. To
investigate the requirement of TCR triggering during IL7 therapy, we adoptively
transferred CD4 s CD45.17 into MHCII” hosts and treated mice with IL7 for 7 days
(Figure 5A). We observed a significant decline in proliferation when CD4'jrg, were
transferred into an IL7-treated MHCII" host, yet the decrease was only partial (Figure 5B,
D, E). Because thymocytes are exposed to the thymic medullar epithelium that is rich in
MHC class-II molecules [275, 276], we hypothesized that the TCR triggering received in
the thymus may impact the IL7-induced proliferation of CD4 ' rygs after the cells exit the
thymus. To test this possibility, we parked the cells for 3 days in an MHCII"" environment
before initiating IL7 therapy. As shown in Figure 5C, residual proliferation of CD4 grgs
was completely abolished, raising the prospect that the TCR triggering received inside the
thymus drives their IL7 responsiveness. Because MHCII expression is essentially limited to
antigen presenting cells (APCs) while MHCI expression is more abundantly expressed, this
may explain why naive CD8" T cells proliferate more in response to IL7 therapy. To test
this possibility, we artificially increased the number of MHCII expressing cells in the
periphery by treating donor CD45.1" mice with FIt3 ligand (FIt3L) [208, 277]. At day +14
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of FIt3L therapy, CD4 'ppgr; that have been exposed to a greater number of MHCII" cells
were isolated and transferred into WT IL7-treated congenic recipients. At time of sacrifice,
mice receiving CD4 pgr; T cells from FIt3L-treated donors showed a magnitude of
proliferation almost increased by 50% when compared to mice receiving CD4 pgg; T cells
from control (PBS-treated) mice (Figure 5F-G). Thus, pre-exposure of CD4 pg; to an
environment rich in MHCII molecules greatly increases their magnitude of IL7-induced
proliferation. Therefore, we conclude that the interaction between the TCR and the MHCII

molecules controls, in part, the responsiveness of CD4 rygs to IL7 therapy.

CD4 rrEs are more responsive to IL7 than CD4 pggr; T cells. CD4 g1 undergo more
efficient proliferation in response to IL7 therapy than CD4 "pgri T cells do, so we postulated
that the abundance of MHCII molecules expressed by the thymic medulla provides a
constant TCR signaling that augments responsiveness of CD4 ' rygs to IL7 therapy. We first
evaluated IL7 signaling by measuring STATS phosphorylation in CD4 pgr; and CD4 g
exposed to varying concentrations of IL7. We observed phosphorylation of STATS in
CD4 "rrgs at doses as little as 0.1 ng per mL of IL7 whereas 1 ng per mL of the cytokine
was necessary to induce STATS phophorylation in CD4 pgr; (Figure 6A-B). Surprisingly,
CD4 pgri T cells seem to require lower concentrations of IL7 in order to induce the anti-
apoptotic factor Bcl-2 (Figure 6C-D). Interestingly, increased responsiveness to IL7 was
not due to increased expression of IL7Ra. nor of the common yc chain by CD4 g, since
these cells did not express more of these receptors compared to CD4 pgg; (Figure 6E).
Therefore, the data presented here demonstrates that CD4 rygs respond to lower
concentrations of IL7 than CD4 per; T cells but CD4 per; T cells survive better in the
periphery. This in vitro finding supports an in vivo model wherein CD4 grgs could use IL7
more efficiently than CD4 pgr;. To confirm our in vitro finding, we transferred CFSE-
labeled CD4 pgr; CD45.17 CD90.2" T cells and CD4 'grgs CD45.2° CD90.17 T cells (at a
1:1 ratio) into the same congenic recipients CD45.2" CD90.2" and treated the mice with
varying doses of thIL7 (0; 1; 2.5; 5 or 10 ug per day) for 7 days (Figure 7A). On day +7,
mice were sacrificed and transferred CD4 pgr; CD45.17 T cells and CD4 grres CD90.17
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were enumerated and analyzed by flow cytometry for evidence of proliferation. Consistent
with our in vitro data, we found that 1 pg per day of IL7 therapy was sufficient to induce
the proliferation of CD4 "r1gs but clearly insufficient for CD4 "pri. In fact, we only detected
proliferation of CD4 pgg; at doses of IL7 above 2.5 ug per day (Figure 7B, C). Despite the
lack of proliferation of CD4 ppri, we did observed a biological effect of IL7 at
concentrations of 1 pg per day, as recovery of CD4 pgg; was clearly increased, confirming
that the lack of proliferation observed was not due to an incapacity of the cells to respond to
the cytokine (Figure 7D). We also compared the recovery of CD4 rygs and CD4 pgr; and
consistent with our Bcl-2 staining data, we found that RTEs recovery was weak in
comparison to the recovery of CD4 pgri (Figure 7E), which confirms previous work
showing that RTEs are outcompeted by peripheral T cells in non lymphopenic hosts [278].
Taken together, our data show that IL7 therapy acts at different levels on CD4" T cells,

promoting survival of CD4 pgg; T cells and proliferation of CD4 grs.



58
DISCUSSION

During the last decade, important progresses were made in understanding the biology of T-
cell depletion, allowing the identification of IL7 as the principal mediator of T-cell
homeostasis in humans [250]. IL7 belongs to the yc cytokine family and signals through
JAK1/3-STATS pathway to augment survival of IL7Ra expressing T cells via the anti-
apoptotic protein Bcl-2 [279]. Paradoxically, elevated systemic IL7 levels are associated
with low CD4" T-cell counts [261] and this relates, in part, to the cytokine’s negative
feedback loop that affects APCs and interferes with their capacity to efficiently support
CD4" T cells HPE [208]. Interestingly, supplying supraphysiologic levels of IL7 in humans
and mice can expand T cells with preferential proliferation of CD8" T cells and the actual
model relies on increased T-cell survival and proliferation, both induced by TCR and MHC
class I or II triggering. This work was thus undertaken to elucidate the mechanism
responsible for these differences. In this study, we confirm the efficiency of IL7 therapy to
expand CD8" T cells and further demonstrate that their IL7-induced proliferation was
largely restricted to the CD8" subset. Despite the inefficiency of IL7 therapy to induce
CD4" T-cell proliferation, we noted a significant rise in CD4" T-cell recovery, confirming
that IL7 signalling signals on CD4" T cells and promotes survival. The data obtained with
IL7 therapy have strong similarities with other studies using lymphopenic animals wherein
elevated systemic IL7 is also accompanied with inefficient HPE of CD4" T cells [280].
Importantly, a population of CD4" T cells with high affinity TCR for self-peptide MHC II
molecules can undergo brisk proliferation in lymphopenic settings, but our CFSE studies
did not reveal any recruitment of these cells by IL7 therapy. This suggests that either HPE
of this subset is IL7 independent [280, 281] and/or the peripheral niche that accommodates
these cells is full. Evidence that IL7 therapy preferentially expands low affinity CD4" T
cells comes from the observation that CFSE" CD4" T cells proliferate during IL7 therapy
after their subsequent transfer into Rag'/' mice. In contrast, cells that failed to proliferate
during IL7 therapy may contain the population of CD4" T cells that undergo brisk

proliferation in Rag” mice (data not shown). Thus far, we identified 3 new elements of IL7
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therapy: 1) we have shown that expansion of CD4" T cells rely mainly on survival; 2) CD8"
T cells accumulate more during IL7 therapy, possibly because they proliferate more than
CD4" T cells; and 3) the few CD4" T cells undergoing HPE during IL7 treatment are cells
with the lowest TCR affinity for self-peptide MHC molecules.

Recent functional data obtained in humans strongly suggest a thymopoietic effect of IL7
therapy [209, 273]. Given that CD4 pgg; T cells proliferate poorly during IL7 therapy and
TCR diversity augments among naive CD4" T cells, we postulated that CD4 rrg, were
proliferating in response to the cytokine. Therefore we compared the proliferative effect of
IL7 on CD4 pgri (obtained from LN) and CD4 "rres (obtained from thymus) and, consistent
with studies in humans, we provide conclusive evidence that the proliferative effect of IL7
is largely restricted to CD4 rres. However, we did not see this difference in proliferation
between CDS8 g, and CD8 pery, suggesting that IL7 acts differently on CD4" and CDS" T
cells. Surprisingly, IL7Ra and yc common chain (CD132) expressions were expressed
similarly on CD4 "grg and CD4 pgg;. Interestingly, lower concentrations of IL7 are required
to induce STATS phosphorylation in CD4 r1s compared to CD4 pEr, raising the prospect
that IL7 responsiveness might be increased in RTEs. These results were confirmed in vivo
by transferring CD4 rrgs and CD4 pgg; at a 1:1 ratio into WT recipients; we demonstrate
that lower doses of IL7 were sufficient to induce HPE of CD4 " rrgs compared to CD4 ppri T
cells. Together the data conclusively demonstrate that IL7 signaling induces different
outcomes in CD4 rrgs and CD4 pegy, with RTEs being more sensitive to IL7 therapy.

The thymus is an organ rich in MCHII-expressing cells [282, 283] and TCR triggering is
necessary to the HPE of CD4 pery T cells [251, 255-260]. Thus, we postulated that the
abundance of TCR signaling provided inside the thymus could explain the increased
sensitivity of CD4 grgs to IL7. Interestingly, HPE of CD4 g1 was dramatically diminished
upon transfer of these cells into IL7-treated MHCII" hosts, which demonstrated the
requirement of TCR triggering for CD4 s to undergo HPE during IL7 therapy.
Importantly however, residual proliferation of CD4 " r1gs could be seen in IL7-treated
MHCII" hosts, suggesting that some of the RTEs could undergo TCR-independent

proliferation. Considering the abundance of class II-expressing cells inside the thymus,
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HPE of CD4 rrgs in absence of TCR stimulus could be related to an overstimulation
received inside the organ. To test this possibility, we performed a parking experiment in
which CD4 rrgs were left 3 days in MHCII™" hosts prior initiation of IL7 therapy. As
predicted, HPE of CD4 rrps Was completely abrogated. Furthermore, the magnitude of
proliferation of CD4 grgs left 3 days into WT hosts before initiating IL7 therapy also
demonstrated diminished IL7-induced HPE. Thus far, our data suggest that MHCII
availability in the periphery could serve as a limiting factor for IL7 therapy to induce HPE
of CD4 pgri. Consistent with this notion, we found that CD4 pgg; isolated from FIt3L-
treated mice proliferated more during IL7 therapy. Therefore the model put forth to explain
increased proliferation of CD4" RTE during IL7 therapy seems to relate to the thymic
microenvironment rich in MHCII molecules that conditioned resident CD4 'grgs to be more
responsive to IL7. For CD8 pgri T cells and CD8 rrgs, we did not observe such difference
in their proliferation to IL7 therapy and this likely relates to the abundance of MHCI found
in the periphery.

After post-natal T-cell depletion, early immune reconstitution is characterized by
accumulation of T cells with high affinity TCR for self-peptide MHC molecules that can be
only corrected by thymopoiesis. Unfortunately, in most clinical settings of T-cell depletion,
thymopoietic insults often limits T-cell reconstitution via this pathway and promotes long
lasting CD4" T cells lymphopenia. Elevated IL7 promotes survival of residual CD4" T cells
but more importantly, it helps CD4 r1gs to compete more efficiently in the periphery. Thus,
as IL7-induced proliferative effect on CD8" T cells is observed on peripheral T cells and
RTEs but is largely restricted to CD4 rrgs, these fundamental differences provide an
explanation to why CD4" T-cell regeneration is so dependent on thymopoiesis in different

clinical setting of lymphopenia.
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LEGENDS

Figure 1. IL7 therapy induces T-cell expansion in lymph nodes and spleen of wild-type
mice. Wild-type (WT) C57BL/6 adult mice (6-8 weeks old) received daily i.p. injections of
either PBS or rhIL7 (10 pg per day per mouse) for 7 days. (A) Graphical summary of mean
absolute number + SE of lymph node (LNs) cells (2 axillary and 2 inguinal LNs were used
for cell counts) and splenocytes of rhIL7- or PBS-treated animals. Inlet is showing the fold
expansion of total cell numbers in LNs and spleen of thIL7- compared to PBS-treated mice.
(B-C) Graphical summary of absolute numbers + SE of CD4" and CD8" T cells in the LN
and spleen of thIL7- or PBS-treated mice. Inlets are showing the fold expansion of CD4" or
CDS8" T-cell numbers in rhIL7-treated versus PBS-treated mice. Data show 12 mice per

group and were pooled from three independent experiments.

Figure 2. IL7 therapy induces preferential proliferation of peripheral CDS' T cells.
Peripheral T lymphocytes (CD4 pgr; and CD8 pgi) were enriched from the lymph nodes of
WT CD45.1" mice, labeled with CFSE and intravenously transferred into WT CD45.2"
congenic recipients. After cell transfer, recipient mice were treated daily for 7 days with
PBS or rhIL7. (A) Schematic representation of the experimental design where enriched
Tperr cells were administered to congenic recipients. (B) Graphical summary of absolute
numbers + SE of CD4"ppr; CD45.1" and CD8 ppri CD45.17 T cells in the LN and (C)
spleen of PBS- and IL7-treated CD45.2" congenic recipients. (D) Representative flow
cytometric analysis of CD4 " peri CD45.1" and CD8 peri CD45.1" T cells found in the LN of
PBS- and rhIL7-treated congenic recipients. (E) Graphical summary of the percentage + SE
of CD4 pgri CD45.1" and CDS8 pEri CD45.17 T cells proliferating after 7 days of IL7

therapy based on CFSE dilution. Data show 5 or 9 mice per group and were pooled from

two independent experiments.
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Figure 3. IL7 therapy induces stronger proliferation of CD4" recent thymic emigrants

(CD4"rrgs) compared to peripheral CD4™ T cells (CD4'pgri). (A) Schematic

representation of the experimental design where enriched, CFSE-labeled CD4" CD45.1"
(CD4'rres) and CD8" CD45.1" (CD8 rrgs) single positive thymocytes from WT CD45.1"

mice were mixed at a 1:1 ratio prior to their adoptive transfer into CD45.2" congenic

recipients. Recipient mice were treated daily with PBS or rhIL7 for 7 days. (B) Graphical
summary of CD4/CDS ratio of Tpgr; and Trrgs after 7 days of IL7 treatment. Data show
between 6 and 8 mice per group pooled from two or three independent experiments. (C)
Representative flow cytometric analysis of transferred CD4 pgr; and CD4 'grgs found in the
LN of PBS- or IL7-treated mice after 7 days of treatment. (D) Graphical summary of the
percentage + SE of CD4 " pgrr and CD4 " jrgs proliferating after 7 days of IL7 treatment. (E)
Representative flow cytometric analysis of transferred CD4 s and CD8 rrgs found in the
LN of PBS- and IL7-treated mice. (F) Graphical summary of the percentage + SE of
CD4 res and CD8 rrgs proliferating after 7 days in response to IL7 therapy. (G-H)
Graphical summary of the absolute numbers + SE of CD4 r1gs and CD8 rrgs found in LN
and spleen of PBS- and IL7-treated recipients. Inlets are showing fold expansion of
CD4 r1es and CD8 gygs in LN and spleen of PBS- versus IL7-treated animals. Data show 6

mice per group pooled from two independent experiments.

Figure 4. CD4+pERI GFP+ and thymic CD4+ GFP+ T cells respond differently to IL7
therapy. (A) Graphical representation of the experimental design where CD45.2" CD4 pg
GFP’, CD45.2" CD4 "pr; GFP” and thymic CD45.2" CD4" GFP' T cells were sorted from
lymph nodes or thymuses of wild-type RAG2p-GFP mice and stained with CFSE prior to
transfer into congenic CD45 1" mice. Recipient mice were treated i.p. with PBS or rhIL7
(10pg per day) for 7 days. (B) Representative flow cytometric analysis of transferred
CD4"prri GFP' and CD4 peri GFP” and thymic CD4' GFP' T cells recovered from LN of

PBS- and IL7-treated animals 7 days post-transfer. (C) Graphical summary of the
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percentage + SE of CD4 peri GFP', CD4 ppri GFP™ and thymic CD4' GFP' cells
proliferating after 7 days of IL7 therapy. (D) Graphical summary of the absolute numbers +
SE of CD4 prri GFP', CD4 'ppri GFP and thymic CD4 ™ GFP” cells after 7 days of PBS or

IL7 therapy. Data show 3 mice per group pooled from three independent experiments. (E)
Representative flow cytometric analysis and (F) graphical summary of the percentage + SE
of transferred WT CD4 g1, into WT congenic recipients proliferating with IL7 therapy
started immediately upon or 3 days after transfer. Data show 2 or 3 mice per group pooled

from two independent experiments.

Figure 5. CD4'jrgs require TCR/MHCII contact to proliferate under IL7. (A)
Graphical representation of the experimental design where CD4 "r1es CD45.17 were CFSE-

+/+

labeled and transferred into WT CD45.2" (MHCII ) or CD45.2" MHCIT” mice. Cells
were parked for three days into their respective recipients before PBS or IL7 treatment was

started. (B-C) Representative flow cytometric analysis of transferred CD4 rygs into

MHC" or MHC™ recipients in which IL7 therapy was started immediately upon transfer
or after 3 days of parking. (D) Graphical summary of the percentage + SE of proliferating
CD4 gres transferred into congenic MHCIT™" or MHCII"™ hosts with IL7 therapy begun
immediately after transfer. (E) Graphical summary of the absolute numbers + SE of
CD4 "grgs transferred into congenic WT or MHCII™" hosts after 7 days of IL7 therapy. (F)
Representative flow cytometric analysis and (G) magnitude of proliferation + SE of
transferred CD4 pgr; T cells from PBS- or Flt3L-treated mice into WT PBS- or IL7-treated
congenic recipient mice. Data show 2 or 3 mice per group pooled from two independent

experiments.

Figure 6. CD4 'grris are more sensitive to IL7 therapy than CD4 pgri T cells. (A) In
vitro evaluation of STATS phosphorylation in CD4 grgs and CD4 pg; T cells stimulated
with varying concentration of rhIL7. (B) Graphical summary of A mean fluorescence (MFI

X — MFI 0) + SE of STATS phosphorylation in CD4 g1 and CD4 pgg; T cells exposed to
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varying concentration of rhIL7. Results are representative of three independent
experiments. (C) In vitro evaluation of IL7-induced Bcl-2 expression in CD4 grgs and
CD4 pggr; T cells stimulated with varying concentration of thIL7 for 24 hours. (D) Graphical
summary of A mean fluorescence (MFI X — MFI 0) + SE of Bcl-2 induction in CD4 rs
and CD4 pgr; T cells exposed to varying concentration of thIL7 for 24 hours. Results are
representative of two independent experiments. (E) Representative flow cytometric analysis
of IL7Ra (CD127) and common y chain (CD132) evaluated on freshly isolated CD4 " r1s
and CD4 "pgr; T cells.

Figure 7. CD4 rrgs are more responsive to IL7 therapy than CD4 peri. (A) Graphical
representation of the experimental design where CD4+pERI CD90.2" CD45.1" T cells and

CD4+RTEs CD90.1" CD45.2" were transferred into WT CD90.2" CD45.2" recipients. Mice
were treated daily with either PBS or varying doses (1; 2.5; 5 or 10 pg per day) of rhIL7 for
7 days. (B) Representative flow cytometric analysis of CFSE dilution in CD4+pER] CD90.2"

CD45.1" T cells and CD4+RTES CD90.1" CD45.2" recovered from lymph nodes of PBS- or
IL7-treated mice. (C) Graphical representation of the percentage + SE of proliferating
CD4 pgri CD90.2" CD45.17 T cells and CD4 grgs CD90.17 CD45.2" cells after 7 days of
IL7 therapy with varying injection doses. (D) Graphical representation of the mean
proportion + SE of CD4+RTES CD90.1" CD45.2" recovered from LN of mice treated with
indicated concentrations of IL7. (E) Graphical summary of recovered Tpgrr and Trres = SE
after 7 days of PBS or varying injection doses of IL7. 3 mice per group were analyzed in

this experiment.

Figure S1. Phenotypic analysis of CD4 pgr; GFP' and thymic CD4" GFP" T cells.
Phenotypic analysis of the expression levels of CD45RB, CD69, B7-integrin and CD62L on
CD4" peripheral RTEs (CD4 pgri GFP); peripheral T lymphocytes (CD4 pgr; GFP”) and
RTEs (thymic CD4" GFP") T cells. Results show representative data of three independent

experiments.



66

Lymph nodes
B P<0.0001
175 .
S 151 pep o001 . g
=12 P
A 5 10 I ’:. ) %o
£ 75 K13 ** = (D4 CDS
P=0.0001 2 5 *
40 z o .
= 35 l—’ g 3 2,2 ~& @
w30 E
= 25{ p<D.000t :5-‘ PBS IL-7 PBS IL7
5 : g —_ =
2 A Zo CD4 CD8
= 15 ~ LN Spleen
=10
rj g C Spleen
PBS IL-7 PBS IL-7
Spl. o ig P<0.0001 g
N pleet = 40{ P<0.0001 ot M
e S
2 %g *s23 o
E 20 » _:;._ . ~ D4 CDS
= * .
e
.l 5

0

PBS IL-7 PBS IL-7
CD4 CDg8

Figure 1. IL7 therapy induces T-cell expansion in lymph nodes and spleen of wild-type
mice. Wild-type (WT) C57BL/6 adult mice (6-8 weeks old) received daily i.p. injections of
either PBS or thIL7 (10 pg per day per mouse) for 7 days. (A) Graphical summary of mean
absolute number + SE of lymph node (LNs) cells (2 axillary and 2 inguinal LNs were used
for cell counts) and splenocytes of rhIL7- or PBS-treated animals. Inlet is showing the fold
expansion of total cell numbers in LNs and spleen of thIL7- compared to PBS-treated mice.
(B-C) Graphical summary of absolute numbers + SE of CD4" and CD8" T cells in the LN
and spleen of thIL7- or PBS-treated mice. Inlets are showing the fold expansion of CD4" or
CDS8" T-cell numbers in rhIL7-treated versus PBS-treated mice. Data show 12 mice per
group and were pooled from three independent experiments.
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Figure 2. IL7 therapy induces preferential proliferation of peripheral CD8" T cells.
Peripheral T lymphocytes (CD4 pggr; and CD8 pgi) were enriched from the lymph nodes of
WT CD45.1" mice, labeled with CFSE and intravenously transferred into WT CD45.2"
congenic recipients. After cell transfer, recipient mice were treated daily for 7 days with
PBS or rhIL7. (A) Schematic representation of the experimental design where enriched
Tperr cells were administered to congenic recipients. (B) Graphical summary of absolute
numbers + SE of CD4"ppr; CD45.1" and CD8 ppri CD45.17 T cells in the LN and (C)
spleen of PBS- and IL7-treated CD45.2" congenic recipients. (D) Representative flow
cytometric analysis of CD4 prr; CD45. 1" and CD8 pgr; CD45.1" T cells found in the LN of
PBS- and rhIL7-treated congenic recipients. (E) Graphical summary of the percentage + SE
of CD4"pgri CD45.1" and CD8'ppr; CD45.17 T cells proliferating after 7 days of IL7
therapy based on CFSE dilution. Data show 5 or 9 mice per group and were pooled from
two independent experiments.
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Figure 3. IL7 therapy induces stronger proliferation of CD4" recent thymic emigrants
(CD4"rgs) compared to peripheral CD4™ T cells (CD4'pgri). (A) Schematic
representation of the experimental design where enriched, CFSE-labeled CD4" CD45.1"
(CD4'rres) and CD8" CD45.17 (CD8 rgs) single positive thymocytes from WT CD45.1"
mice were mixed at a 1:1 ratio prior to their adoptive transfer into CD45.2" congenic
recipients. Recipient mice were treated daily with PBS or rhIL7 for 7 days. (B) Graphical
summary of CD4/CD8 ratio of Tpgr; and Trrgs after 7 days of IL7 treatment. Data show
between 6 and 8 mice per group pooled from two or three independent experiments. (C)
Representative flow cytometric analysis of transferred CD4 pegr; and CD4 ' rygs found in the
LN of PBS- or IL7-treated mice after 7 days of treatment. (D) Graphical summary of the
percentage + SE of CD4  pgrr and CD4 jrgs proliferating after 7 days of IL7 treatment. (E)
Representative flow cytometric analysis of transferred CD4 grgs and CDS8 gy, found in the
LN of PBS- and IL7-treated mice. (F) Graphical summary of the percentage + SE of
CD4 " res and CD8 rrks proliferating after 7 days in response to IL7 therapy. (G-H)
Graphical summary of the absolute numbers + SE of CD4 g1es and CD8 rrgs found in LN
and spleen of PBS- and IL7-treated recipients. Inlets are showing fold expansion of
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CD4 r1es and CD8 grgs in LN and spleen of PBS- versus IL7-treated animals. Data show 6
mice per group pooled from two independent experiments.
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Figure 4. CD4 " pgri GFP' and thymic CD4" GFP' T cells respond differently to IL7
therapy. (A) Graphical representation of the experimental design where CD45.2" CD4 pery
GFP", CD45.2" CD4 prri GFP and thymic CD45.2" CD4™ GFP' T cells were sorted from
lymph nodes or thymuses of wild-type RAG2p-GFP mice and stained with CFSE prior to
transfer into congenic CD45 1" mice. Recipient mice were treated i.p. with PBS or rhIL7
(10pg per day) for 7 days. (B) Representative flow cytometric analysis of transferred
CD4 peri GFP' and CD4+pER[ GFP and thymic CD4" GFP' T cells recovered from LN of
PBS- and IL7-treated animals 7 days post-transfer. (C) Graphical summary of the
percentage + SE of CD4 pgri GFP', CD4 ppri GFP™ and thymic CD4" GFP' cells
proliferating after 7 days of IL7 therapy. (D) Graphical summary of the absolute numbers +
SE of CD4 prri GFP', CD4 ppri GFP™ and thymic CD4 ™ GFP” cells after 7 days of PBS or
IL7 therapy. Data show 3 mice per group pooled from three independent experiments. (E)
Representative flow cytometric analysis and (F) graphical summary of the percentage + SE
of transferred WT CD4 g1 into WT congenic recipients proliferating with IL7 therapy
started immediately upon or 3 days after transfer. Data show 2 or 3 mice per group pooled
from two independent experiments.
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Figure 5. CD4 ryEs require TCR/MHCII contact to proliferate under IL7. (A)
Graphical representation of the experimental design where CD4 gy, CD45.1" were CFSE-
labeled and transferred into WT CD45.2" (MHCH+/+) or CD45.2" MHCII”™ mice. Cells
were parked for three days into their respective recipients before PBS or IL7 treatment was
started. (B-C) Representative flow cytometric analysis of transferred CD4 rygs into

MHC" or MHC ™" recipients in which IL7 therapy was started immediately upon transfer
or after 3 days of parking. (D) Graphical summary of the percentage + SE of proliferating
CD4 gres transferred into congenic MHCIT™" or MHCII"™ hosts with IL7 therapy begun
immediately after transfer. (E) Graphical summary of the absolute numbers + SE of
CD4 gres transferred into congenic WT or MHCII™ hosts after 7 days of IL7 therapy. (F)
Representative flow cytometric analysis and (G) magnitude of proliferation + SE of
transferred CD4 pgr; T cells from PBS- or Flt3L-treated mice into WT PBS- or IL7-treated

congenic recipient mice. Data show 2 or 3 mice per group pooled from two independent
experiments.
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Figure 6. CD4 'grris are more sensitive to IL7 therapy than CD4 pgri T cells. (A) In
vitro evaluation of STATS phosphorylation in CD4 ' r1es and CD4 ppry T cells stimulated
with varying concentration of rthIL7. (B) Graphical summary of A mean fluorescence (MFI
X — MFI 0) + SE of STATS phosphorylation in CD4 g1 and CD4 pgg; T cells exposed to
varying concentration of rhIL7. Results are representative of three independent
experiments. (C) In vitro evaluation of IL7-induced Bcl-2 expression in CD4 grg, and
CD4 ppri T cells stimulated with varying concentration of rhIL7 for 24 hours. (D) Graphical
summary of A mean fluorescence (MFI X — MFI 0) + SE of Bcl-2 induction in CD4 grgs
and CD4 pgr; T cells exposed to varying concentration of thIL7 for 24 hours. Results are
representative of two independent experiments. (E) Representative flow cytometric analysis
of IL7Ra. (CD127) and common y chain (CD132) evaluated on freshly isolated CD4 grgs
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after 7 days of PBS or varying injection doses of IL7. 3 mice per group were analyzed in
this experiment.
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RTEs (thymic CD4" GFP") T cells. Results show representative data of three independent
experiments.
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3.1 Rappel de I’hypothése du projet et des résultats obtenus

Nous avons postulé que dans un environnement non-lymphopénique, la thérapie a
I’interleukine-7 (IL7) favorise la prolifération homéostatique (HPE; Homeostatic Peripheral
Expansion) des émigrants thymiques CD4" (CD4 rrgs) par rapport a leurs homologues

matures de la périphérie (CD4 pggy).

L’administration exogéne d’IL7 recombinante humaine a des souris de type sauvage
(WT) méne a une prolifération efficace des lymphocytes T CD8" périphériques (CD8 pgri)
ainsi que des émigrants thymiques CDS8" (CD8+RTES). Par contre, son effet prolifératif au
niveau des lymphocytes T CD4" est restreint presqu’uniquement aux émigrants thymiques

(CD4 rgs).

Etonnamment, de plus faibles doses d’IL7 sont suffisantes aux CD4 rrEs afin de
phosphoryler STATS ou de proliférer comparativement aux CD4 pgg;, alors que
I’expression du récepteur a I’'IL7 et de la chaine commune yc a la surface des CD4 ggs et
CD4 ppr; est similaire. De méme, lorsque stimulés avec différentes doses d’IL7, les
CD4 pgr; semblent induire le facteur anti-apoptotique Bcl-2 plus rapidement que les
CD4 " Rrgs. Par contre, lorsque injectés ensemble dans un méme hote WT, les CD4 "prgs sont
désavantagés; leur nombre retrouvé apres 7 jours de traitement a I’IL7 étant

. . . . y . ‘ . —+
significativement inférieur a celui des CD4 pgg;.

Nous avons utilisé le modéle murin transgénique RAG2p-GFP afin d’effectuer une
analyse phénotypique sur I’expression de différents marqueurs précédemment décrits [243],
des CD4'rrgs que nous isolons du thymus ou de la périphérie et des CD4 pggri. Nous
montrons que les RTEs périphériques affichent un phénotype plus proche des CD4 pgg; que
des CD4 rrgs, ce qui suggére leur intégration prochaine & la niche périphérique. Nous
démontrons ensuite que suite a la thérapie a I’IL7, les CD4 grgs présents en périphérie ne
proliférent pas plus que leurs homologues matures, a la différence des CD4 rgs, ce qui
suggere que I’intégration a la niche périphérique est accompagnée d’une diminution de la

sensibilit¢ a I’'IL7. De fait, lorsque la thérapie a I'IL7 est commencée 3 jours apres
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I’injection des CD4 s dans un hdéte WT, I’intensité de la prolifération observée apres 7

jours de thérapie est diminuée de pres de la moitié.

Par conséquent, afin de tester si le contact TCR/CMHII est nécessaire aux
lymphocytes T CD4" pour proliférer sous la thérapie a I'IL7, nous avons injecté les
CD4 r1Es et CD4 per; dans des hotes déficients en molécules de CMHII (CMHH'/ ) et les
avons traités ou non a I’IL7 pendant 7 jours. Nous avons alors observé que la prolifération
des CD4 pggr; n’était plus détectable, par contre, les CD4 g1gs affichaient une prolifération
résiduelle. Afin de vérifier si cette prolifération est indépendante du contact TCR/CMHII,
les CD4 grgs ont été injectés dans les mémes hotes CMHIT™, mais la thérapie 4 I'[L7 n’a
ét¢ commencée que 3 jours apres l’injection des cellules. Aucune prolifération des

+ ror J
CD4 'rtgs n’a alors été observée.

Finalement, nous avons vérifié si le nombre de contacts TCR/CMHII regus par les
lymphocytes T CD4" avait un lien avec la sensibilité des cellules a I'IL7. A cette fin, nous
avons traité une souris au FIt3L (FIt3L) afin d’augmenter artificiellement le nombre de
cellules dendritiques en périphérie. Les lymphocytes T ont ensuite été isolés et transférés
dans une souris receveuse traitée a 1I’IL7. Nous démontrons qu’une augmentation de

I’intensité de la prolifération des CD4 peg; de pres de la moiti€ est alors induite.

3.2 Mise en contexte avec la littérature et discussion des résultats

Le processus des sélections positive et négative au cours de la thymopoi¢se permet a
un petit pourcentage de thymocytes de survivre et de quitter le thymus. De fait, ces
thymocytes sont composés d’une proportion importante de cellules possédant un TCR de
faible affinité contre les antigenes du Soi. Les thymocytes nouvellement sortis du thymus,
appelés «émigrants thymiques» (RTEs), sont appelés a devenir des cellules T naives
matures dans les organes lymphoides secondaires [284]. Les cellules T naives matures
gardent une faible réactivité contre les antigenes du Soi; n’étant pas assez forte pour causer

de ’auto-immunité, cette réactivité est néanmoins nécessaire a leur maintien en périphérie
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[285]. L’activation cellulaire est induite par la présentation d’antigénes du non-Soi par des
pathogénes et meéne a une prolifération massive et une différenciation des cellules naives en
cellules effectrices. Une fois la réponse immune terminée, la trés grande majorité des
cellules effectrices meurt par apoptose. Un petit pourcentage demeure cependant sous la
forme de cellules T mémoires [172].

Le mécanisme qui régit la survie, la prolifération et la mort des cellules T matures
de la périphérie est appelé «homéostasie». Plusieurs études ont montré que deux signaux
sont impliqués dans ce mécanisme, le contact du TCR avec les antigénes du Soi présentés
par le CMH et les cytokines de la famille yc, particulierement I’IL7 et ’IL15 [172, 248,
251, 255, 257]. L’homéostasie des lymphocytes T naifs repose sur le contact TCR/CMH et
les signaux transmis par I’IL7 alors que I’homéostasie des lymphocytes T mémoires est
majoritairement indépendante du contact TCR/CMH et repose principalement sur les
signaux délivrés par ’IL7 et 'IL15 [216, 286, 287].

L’IL7 est une cytokine homéostatique cruciale pour 1’ontogénie et 1’homéostasie
des cellules T chez la souris comme chez ’Homme [171, 172]. De fait, les patients atteints
de X-SCID sont déficients en lymphocytes T, principalement a cause du dommage a la voie
de signalisation de I’'IL7 [167] et les animaux déficients en IL7 ou ne possédant pas la
chaine o de son récepteur n’ont pas de lymphocytes T [263, 264]. Du fait de son role
fondamental dans I’homéostasie des lymphocytes T, plusieurs €études cliniques [209, 218,
221] ont évalué le potentiel régénérateur de I’IL7 dans différents cas de lymphopénie. Ces
¢études ont démontré entre autres que la thérapie a I’IL7 induit une augmentation du nombre
absolu de lymphocytes T par I’expansion préférentielle des lymphocytes T naifs et que
cette expansion favorise les lymphocytes T CD8", menant a un ratio CD4/CDS inversé chez
ces patients. De méme, une étude a montré que I’administration exogene d’IL7 a des souris
WT entraine une expansion du nombre de cellules des ganglions lymphatiques et de la rate
de prés de 4 fois ainsi qu’une prolifération démesurée des lymphocytes T CD8" menant a
un ratio CD4/CDS inversé [225].

Apres avoir traité des souris WT avec de 1I’[L7 recombinante humaine (rhIL7), nous

obtenons les mémes effets que ceux observés chez ’Homme et confirmons les résultats de
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I’é¢tude de cette étude, a savoir une expansion globale des lymphocytes T périphériques
avec un effet plus marqué au niveau des T CD8". De plus, aprés un transfert adoptif de
lymphocytes T périphériques et de RTEs dans des hotes WT contrdles (recevant de la
saline) et WT traités a I’IL7, nous retrouvons un nombre supérieur de cellules injectées
dans les hotes traités a la cytokine, ce qui suggere un effet anti-apoptotique de I’IL7 au
niveau des lymphocytes T CD4" et CD8". En fait, cet effet est visible pour les lymphocytes
Teerr; les nombres de CD4 'gygs et des CD8 rygs retrouvés étant beaucoup plus faibles. De
plus, la thérapie a I’IL7 induit une prolifération massive des CD8 peri et CD8 rgs, alors
que cette prolifération n’est visible, pour les CD4", qu’au niveau des RTEs, ce qui suggére
un effet différent de la cytokine au niveau de ces deux sous-types. Ces résultats sont en
accord avec ce qui est observé dans les cas de régénération lymphocytaire, ou les
lymphocytes T CD8" reviennent plus rapidement que les lymphocytes T CD4". De plus,
une étude a récemment montré dans des modeles murins que, dans des conditions normales,
les RTEs sont moins bons compétiteurs par rapport aux cellules T matures de la périphérie.
L’¢étude montre que ce n’est, par contre, pas le cas dans des conditions lymphopéniques, ou
les RTEs sont alors préférentiellement incorporés en périphérie [278].

L’IL7 induit la survie des lymphocytes en régulant la balance d’expression des
facteurs pro- et anti-apoptotiques. En effet, la cytokine induit I’expression des facteurs anti-
apoptotiques Bcl-2 et Mcl-1 et réprime I’expression des facteurs pro-apoptotiques Bad, Bax
et Bim [279]. Pendant longtemps, le mécanisme derriere 1’effet prolifératif de I’IL7 était
inconnu; Li ef al. ont montré que I’IL7 agit directement au niveau du cycle cellulaire en
réprimant la kinase p27°"*'[279].

Nos résultats semblent indiquer que les CD4 pgg; induisent I’expression de Bcl-2
plus rapidement que les CD4 grgs, malgré le degré d’expression similaire du récepteur a
I’IL7 et de la chaine commune yc. Ces résultats expliqueraient le faible nombre de
CD4 r1gs retrouvés apres 7 jours de thérapie a I’IL7 par rapport aux CD4 " pgri. De fait,
I’expression de Bcl-2 ne constituant pas directement une mesure de la survie cellulaire, une

¢évaluation des taux d’apoptose cellulaire par une mesure de I’annexine-5 ou de I’activation
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de la caspase 3 sur les CD4 pr; et CD4 rrgs confirmerait les résultats obtenus et 1’effet
anti-apoptotique de I’IL7.

L’IL7, comme I'IL2, exerce son effet anti-apoptotique en induisant la
phosphorylation du facteur de transcription FOXO3a par ’activation de la voie de la PI3
kinase et du facteur Akt; FOXO3a induisant I’expression du facteur pro-apoptotique Bim
[136]. Le TCR peut également promouvoir la survie des cellules par I’engagement du CD3
couplé a la molécule de co-stimulation CD28. En effet, le TCR/CD28 induit la
phosphorylation de FOXO3a a un site différent de celui des cytokines IL2 et IL7, mais le
facteur Akt est également impliqué [136]. Sachant que la voie PI3 kinase/Akt est nécessaire
a I’IL7 pour induire son effet anti-apoptotique [288], Akt apparait donc comme un facteur
crucial de régulation de la survie cellulaire. Dus aux nombreuses cellules exprimant les
molécules de CMHII dans le thymus, les contacts TCR/CMHII y sont plus nombreux qu’en
périphérie, ce qui expliquerait les niveaux basaux plus élevés de Bcl-2 observés sur les
CD4 r1Es que sur les CD4 pgr1. Lors d’un transfert adoptif, les CD4 g1 sont injectés en
périphérie; certaines études démontrant que les RTEs ont besoin de maturation
supplémentaire a leur sortie du thymus [247, 289], la diminution soudaine de contacts
TCR/CMHII disponibles, malgré I’administration d’IL7, expliquerait en partie le nombre
diminué de CD4 grgs retrouvés aprés 7 jours de traitement a 1’TL7.

Plusieurs études ont évalué la maturité des RTEs par rapport aux lymphocytes T de
la périphérie. Certaines ont démontré que les RTEs possedent une maturité comparable aux
lymphocytes T matures, évaluable par leur production d’IL4, d’IFN-y, d’IL2 et au niveau
de leur capacité proliférative [290, 291]. D’autres ont démontré que les RTEs produisent
moins d’IL2 et ont une moins grande capacité proliférative que les lymphocytes T de la
périphérie [240, 247, 292]. Une étude a également montré que les niveaux de production
d’IL2 et d’IFN-y par les RTEs dépendent des conditions d’activation de ces cellules [293].
Récemment, 1’équipe de Fink a démontré que les RTEs subissent une maturation en
périphérie [247] et la méme équipe a démontré, dans un modéle in vitro, que les CD4 ggs
affichent préférentiellement un phénotype Th2 avec une production d’IL4, ILS et IL13 plus

¢levée que leurs homologues de la périphérie, ainsi qu’une expression diminuée de T-bet,
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un facteur de transcription majeur du phénotype Thl [289]. D’apres I’équipe de Fink, ce
phénotype pourrait étre bénéfique dans des conditions lymphopéniques afin d’éviter des
réponses immunes inappropriées.

Par conséquent, afin d’évaluer la réponse proliférative induite par I’'IL7 des
CD4 r1s présents en périphérie par rapport aux CD4 " r1Es et aux CD4 pgg;, nous avons
utilis€ le modele transgénique RAG2p-GFP (permettant 1’identification des RTEs en
périphérie). Nous démontrons que, suite & la thérapie a I’'IL7, les CD4 rygs présents en
périphérie ne proliférent pas beaucoup plus que leurs homologues matures, contrairement
aux CD4 "rrgs qui, eux, affichent une prolifération significativement plus importante, ce qui
suggere que ’intégration a la niche périphérique implique une diminution de la sensibilité a
I’IL7. De plus, lorsque la thérapie a I’'IL7 est commencée 3 jours apres 1’injection des
CD4 rgs dans un hote WT, I’intensité de la prolifération observée aprées 7 jours de thérapie
est diminuée de preés de la moitié. Sachant que I’IL7 est produite de maniére constitutive en
¢tat de repos et est possiblement disponible en quantités supérieures dans le
microenvironnement thymique qu’en périphérie [282], nous avons testé cette hypothése en
transférant, en quantité égale dans des mémes hotes WT, les CD4 pgs et les CD4 pg; et
avons traité les receveurs avec différentes doses croissantes d’IL7. Nous démontrons qu’en
effet, les CD4 g5 ont besoin de plus faibles doses d’IL7 afin de proliférer, par rapport aux
CD4"pgr. Nous avons également comparé I’induction de la phosphorylation de STATS,
une protéine dans la voie de signalisation du récepteur de 1’IL7, nécessaire a la survie a
long terme des lymphocytes T CD4" [294], par différentes doses d’IL7 in vitro et confirmé
que les CD4 grps ont besoin de moins grandes quantités d’IL7 que les CD4 pggr; pour
phosphoryler STATS. Ces résultats démontrent donc que les CD4 g1, sont plus sensibles a
I’IL7 que leurs homologues matures de la périphérie.

Deux études se sont penchées sur le besoin du contact TCR/CMHII des CD4 rrs
pour proliférer. Hassan et Reen ont d’abord démontré que les CD4 grs humains, provenant
de sang de cordon ombilical n’ont pas besoin du contact TCR/CMHII afin de proliférer;
que seule I’IL7 suffit [236]. Opiela et al. ont ensuite démontré in vitro que les seuls RTEs

proliférant avec I’IL7 uniquement, sans contact TCR/CMHII, sont les RTEs trés immatures,
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présents chez les nouveaux-nés et que les RTEs adultes ne peuvent pas proliférer sans les
deux signaux transmis, a la fois par I’IL7 et le TCR [293]. Considérant ces résultats, nous
avons évalué si, dans un modéle in vivo déficient en CMHII (CMHII'/ ’), les niveaux supra-
physiologiques d’IL7 induits par la thérapie pouvaient étre suffisants pour permettre la
prolifération des CD4 r1es et des CD4 per; de maniére indépendante du TCR. Nous
démontrons que, de fait, le contact TCR/CMHII est nécessaire aux CD4 pgri pour proliférer
avec la thérapie. Toutefois, nous avons observé une prolifération résiduelle des CD4 r1Es.
Afin de vérifier si cette prolifération était bien indépendante du TCR, nous avons effectué
un «parking» des cellules en attendant 3 jours apres le transfert avant de commencer la
thérapie a I’IL7. Nous n’avons alors observé aucune prolifération des CD4 "rrEs, confirmant
le fait que le contact TCR/CMHII recu dans le thymus était responsable de la prolifération
résiduelle observée.

Par conséquent, les observations que 1) les CD4 r1Es proliférent mieux et plus
rapidement a I’IL7 que les CD4 pgry; 2) qu’ils induisent la phosphorylation de STATS a
une dose plus faible que les CD4 pery; 3) que les CD4 g présents en périphérie répondent
moins bien & la thérapie a I’IL7 que les CD4 gy, isolés du thymus; 4) qu’une prolifération
résiduelle est observée dans les hotes CMHII™™ et que ’intensité de la prolifération des
CD4 r1Es est diminuée de la moitié lorsque la thérapie a I’IL7 est commencée 3 jours aprés
le transfert dans des hotes WT, et enfin 5) que cette prolifération est abolie lorsque la
thérapie est commencée 3 jours apres le transfert dans les CMHII™", nous ont mené a poser
’hypothése que le contact TCR/CMHII contrdle la sensibilité a I'TL7 des CD4 grgs. En
effet, le thymus est un organe riche en cellules produisant I’IL7 et exprimant les molécules
de CMHII, parmi lesquelles les cellules épithéliales corticales (¢cTEC) et médullaires
(mTEC) ainsi que les cellules dendritiques (DCs) [283]. De fait, une étude a récemment
montré que les cellules épithéliales thymiques (TEC) produisant les plus hauts niveaux
d’IL7 sont aux jonctions cortico-médullaires [282]. Les DCs du thymus, étant
principalement localisées dans la médulla thymique et aux jonctions cortico-médullaires
[295, 296], pourraient donc «conditionner» les RTEs a une réponse efficace a I’'IL7. Les

cellules dendritiques du thymus sont séparées en deux groupes distincts; la trés grande
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majorité des DCs retrouvées dans le thymus sont produites a partir des précurseurs des
thymocytes (ETP; Early Thymic Progenitors) et expriment le marqueur CD8a.. Toutefois,
une minorité de cellules dendritiques présentes dans le thymus sont CD8a” mais expriment
le marqueur Sirp-a et ne dérivent pas des ETP [297]. Bonasio et al. ont récemment
démontré que les DCs Sirp-a.” sont des DCs circulantes capables de rentrer dans le thymus.
Un rdle leur a été attribué dans I’induction de la tolérance centrale et dans la génération des
T régulateurs [298]. Etant majoritairement présentes dans la médulla, les cellules
dendritiques du thymus jouent donc un role essentiel dans la sélection négative des
thymocytes [297]; méme si une étude récente montre que la sélection négative peut se faire
dans le cortex thymique sans aucune implication de la médulla [299]. Les contacts
TCR/CMHII recus dans la médulla controleraient donc la sensibilité a I'TL7 des CD4 grgs.
Une ¢étude a, de fait, récemment démontré chez des souris nouveau-nées que le traitement
au FIt3L augmente 1’expression du CMHII a la surface de toutes les DCs périphériques
[300].

Afin de confirmer cette hypothése, nous avons artificiellement augmenté le nombre
de cellules dendritiques en périphérie en traitant une souris WT avec du FIt3 ligand (FIt3L),
qui est un facteur de croissance essentiel pour les cellules dendritiques et les cellules NK.
Le récepteur du FIt3L (CD135) est exprimé a la surface de certains sous-types de cellules
hématopoiétiques, en particulier les MPP et les CLP. Il n’est pas exprimé a la surface des
lymphocytes matures et aucune étude ne rapporte actuellement un effet direct du FIt3L sur
ces cellules [277, 301-303]. Apres traitement exogene au FIt3L, nous observons que le
pourcentage de DCs conventionnelles en périphérie augmente de pres de la moitié, alors
que le pourcentage de pDCs augmente de pres de 6 fois (Figure annexe 1). Nous avons
ensuite isolé les CD4 rrgs et les CD4 peri de la souris traitée et les avons transférés dans
une autre souris WT que nous avons traitée a I’IL7. Nous démontrons qu’apres traitement
au FIt3L, Dintensit¢ de prolifération induite par 1'IL7 des CD4 peri augmente

approximativement de moitié.
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3.3 Modéle proposé

Dans des contextes de reconstitution immunitaire, I’expansion homéostatique
périphérique est un moyen important pour la régénération lymphocytaire T.
Malheureusement, cette HPE n’est véritablement efficace que sur les lymphocytes T CDS",
ce qui méne a un ratio CD4/CDS inversé et souvent a une lymphopénie en T CD4 " qui peut
durer plusieurs mois voire plusieurs années. Lorsque les niveaux d’IL7 augmentent, les
lymphocytes T CD4 "pgr; survivent mieux que les CD4 "g1gs mais leur HPE est relativement
inefficace, ce qui pourrait traduire un mécanisme afin de diminuer leur compétitivité avec
les CD4 "grgs et favoriser par conséquent la régénération des T CD4 " par la voie thymique.
Malheureusement, dans la majorité des scénarios cliniques de déplétion lymphocytaire, la
thymopoicse est grandement endommagée, ce qui empéche la production de nouveaux

RTEs et favorise de ce fait une lymphopénie chronique en lymphocytes T CD4".



88

A B
Homéostasie Lymphopénie T
S -
TP T CD¥'srz, Thymus I8

O o (Chimiothérapie, GvHD, infection VIH)
l Périphérie 1 Périphérie l' Périphérie
IL7
HPE ]l?ﬂ HPE ]l?ﬂ
@) o o
R, & % P S

TCD4gre. T CD4 ppmr TCD4'%e; T CD4%%err Survie ﬂ T CD4pema Survie ﬂ

Intégration a la Intégration a la niche périphérique = Pas de thymus = PASDE

niche périphérique REGENERATION REGENERATION
LYMPHOCYTAIRE T CD4* LYMPHOCYTAIRE T CD4*

Figure 7. Modéle proposé (A) Dans un contexte homéostatique, les T CD4 gy, intégrent
la niche périphérique et se maintiennent grace a plusieurs facteurs homéostatiques tels que
I’IL7. (B; panneau de gauche) Dans un contexte lymphopénique I’IL7 augmente et les
CD4 pgg; survivent alors mieux que les CD4 grgs. Par contre leur HPE est relativement
inefficace, potentiellement afin de réduire leur compétitivité avec les CD4 pgs, afin de
permettre 1’expansion de ces derniers et donc une régénération lymphocytaire avec un
répertoire diversifié. Malheureusement, (B; panneau de droite) dans la majorité¢ des cas de
déplétion lymphocytaire, la fonction thymique est endommagée et ne permet plus la
production de nouveaux RTEs, ce qui favorise une lymphopénie chronique.



Chapitre 4

CONCLUSION

&9



90

4.1 Rappel de I’hypothése et des objectifs du projet et Conclusion

Nous avons postulé que dans un environnement non-lymphopénique, la thérapie a
I’interleukine-7 (IL7) favorise la prolifération homéostatique des émigrants thymiques

CD4" (CD4+RTES) par rapport a leurs homologues matures de la périphérie (CD4+PER]).

L’objectif général du projet était d’étudier le mécanisme par lequel 1’interleukine-7
induit 1’expansion homéostatique des lymphocytes T CD4". Les objectifs spécifiques du
projet étaient : 1) d’évaluer, in vivo, ’effet de la thérapie a I’IL7 sur la prolifération des
CD4 r1s par rapport aux CD4 pgg; dans des hotes sauvages (WT), déficients en molécules
de CMHII (CMHII™") ou dans des hétes dans lesquels ’accés au contact TCR/CMHII a été
artificiellement augmenté; 2) d’évaluer, in vivo, la sensibilit¢ a I’IL7 des CD4 r1Es par
rapport aux CD4 pgr; dans des hotes WT; 3) d’évaluer, in vitro, la sensibilité¢ a I’'IL7 et la

survie des CD4 g1 par rapport aux CD4 per1.

Les observations cumulées dans ce mémoire suggerent pour la premicre fois que les
CD4 g1s sont plus sensibles a la thérapie a I’'IL7 car les contacts TCR/CMHII regus dans le
thymus conditionnent leur sensibilité a la cytokine. Par contre, le mécanisme régulant cette
sensibilit¢ n’est pas connu. Il pourrait, toutefois, impliquer le facteur de transcription
FOXO3a, régulé par la PI3 kinase/Akt, facteurs communs aux voies de signalisation du

TCR et de I’IL7.

Par conséquent, en accord avec notre hypothése, nous démontrons que les CD4 Rrgs
sont plus sensibles a I’[L7 que les CD4 " pgry, contrairement aux T CDS8", sur lesquels I’IL7
agit a la fois au niveau des RTEs et des cellules périphériques. Ces différences
fondamentales entre les deux types cellulaires pourraient donc expliquer pourquoi la
régénération des lymphocytes T CD8" est moins dépendante de la thymopoigse que celle
des CD4".

4.2 Limitations de I’étude et Plans futurs

Notre mod¢le se base sur des résultats obtenus dans un modéle murin sauvage.
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Il serait intéressant de tester I’effet de la thérapie a I’'IL7 sur les RTEs et Tpgry WT
transférés dans des modéeles de lymphopénie induits (exemple : modele de greffe de CSH).
Ce type de modele permettrait de disséquer plus finement I’impact de la thérapie a I’'IL7 sur

la régénération des lymphocytes T CD4" (périphériques et RTEs).

De plus, coupler la thérapie a I'IL7 a d’autres cytokines ayant un potentiel
régénérateur, comme le KGF ou la TSLP permettrait peut-étre de moduler cet effet et de
créer une complémentarité entre les cytokines par la convergence des différentes voies de
signalisation induites. En effet, le KGF induit la voie de la PI3 kinase [304], alors que la
TSLP partage la chaine o de I’IL7 et induit la phosphorylation de STATS5 par I’activation
des kinases JAK1 et 2 [157].

Finalement, il serait intéressant de tester les marquages pour la phosphorylation de
STATS et l’induction de Bcl-2 suite a une stimulation a I’IL7 sur des RTEs et T

périphériques humains afin de confirmer nos résultats obtenus chez la souris.
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WT WT + FIt3L
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Figure annexe 1. Pourcentage de cellules dendritiques en périphérie d’une souris WT
et d’une souris WT traitée au FIt3L. Profils de cytométrie représentatifs d’un traitement
intra-péritonéal au FIt3L (10pg/j) de souris sauvages (C57Bl/6; WT) pendant 14 jours. A)
Pourcentage de cellules dendritiques conventionnelles retrouvées en périphérie (dans les
ganglions lymphatiques) d’une souris WT et d’une souris WT traitée au FIt3L. B)
Pourcentage de cellules dendritiques plasmacytoides retrouvées en périphérie (dans les
ganglions lymphatiques) d’une souris WT et d’une souris WT traitée au FIt3L.
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