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Sommaire

Deux types de progéniteurs sont présents dans le thymus et ont la capacité de générer
des lymphocytes T : les c-Kit"IL-7Rar and c-Kit°IL-7Ror’. Quoiqu’inaptes a
supporter le développement T dans les conditions physiologiques normales, les
ganglions lyfnphatiques contiennent un de ces deux types de progéniteurs, les c-
Kit°IL-7Ra". De plus, le stroma ganglionnaire produit des transcrits de protéines-
clés pour la thymopoiese, dont IL-7, Kit-ligand et Delta-like 1. Dans les ganglions,
les progéniteurs c-Kit°IL-7Rat initient leur différenciation T, mais celle-ci est-
arrétée a une étape précoce, 1’étape pré—DNZ. Nos résultats montrent que ce blocage
est dii, au moins partiellement, a une absence de signaux Wnt. En effet, ces
progéniteurs ganglionnaires peuvent générer des lymphocytes T matures ldrsqu’ils
sont placés en co-culture in vitro sur des cellules stromales, mais seulement si ces
dernieres produisent des niveaux élevés de Wnt4 dans le milieu. Ceci nous a mené a -
nous demander quel serait le phénotype induit par une surexpression systémique de °
Wnt4 dans le compartiment hématopoiétique. Malgré de nombreuses études basées
sur la délétion ou l’activation de molécules intracellulaires impliquées dans la
signalisation Wnt, le role de ce groupe de protéines dans I’hémato-lymphopoiese
demeure fort controversé. Nous montrons que la surexpression in vivo de Wnt4 dans
les cellules hématopoiétiques affecte différemment divers sous-types de cellules
souches et progénitrices. Le principal phénotype induit par Whnt4 est I’augmentation
de la survie et de la fré(juence de progéniteurs multipotents « lymphoid-primed ».
L’expansion de ces progéniteurs correle avec une augmentation marquée de la
thymopoiése, dont des sous-populations thymocytaires trés précoces, en amont de la
B-sélection. Nous démontrons aussi que Wnt4, dans notre contexte expérimental,
active la signalisation via la voie non-canonique. Ainsi, nos travaux établissent que
Wnt4 a un potentiel unique d’accroitre la population de progéniteurs multipotents
dans la moelle et suggerent, pour la premiere fois, que la signalisation Wnt via la
voie non-canonique peut réguler la thymopoicse.

.Mots Clés: Wnt, thymus, hématopoi'ése, progéniteurs multipotents, progéniteurs

thymocytaires, Wnt4.



i -

Ab_stract

In the thymus, two types of Lin'Sca-1* lymphoid progenitors can generate T lineagé ’
cells: c-Kit"IL-7Ret and c-Kit°IL-7Ra’. Although c-Kit"IL-7Rc( progenitors are
absent, c-Kit°IL-7Ro* progenitors are abgndant in the lymph node (LN).
Furthermore, LN stroma can provide key signals for T cell dévelOpmentbincluding ’
IL-7, Kit-ligand, and Delta-like 1. In the LN, c-Kit'°IL-7ROL+.progenitors undergo
abortive T cell commitment. Our results show that this block in T cell differentiation
is due, at least partially, to lack of Wnt signals. Indeed, LN c-Kit°IL-7Ra*
progenitors can generate mature T cells when cultured in vitro with stromal cells

producing Wnt4. This led us to ask what phenotype would be induced foliowing a S
systemic overexpression of Wnt4 in the hematopoietic compartment. Despite
important studies based on deletion or activation of intracellular components of the
canonical Wnt pathway, the role of Wnts in hematolymphopoiesis remains
controversial. We report that in vivo overexpression of Wnt4 in hematopoietic cells
differentially affected diverse subsets of stem/progenitor cells. The main effect of
Wnt4 was to increase the survi\}al and frequency of lymphoid-primed multipotent
progenitors. Expansibn of multipotent progenitors correlated with a major increase in
thymopoiesis and a sizeable accumulation of the most immature thymocyte subsets
(upstream of B-selectidn). We provide compelling evidence that Wnt4 activates non-
canonical signaling. Thus, our work shows that Wnt4 has a unique ability to expand
lymphoid-primed multipotent progenitors and offers a first demonstration that

noncanonical Wnt signaling may regulate thymopoiesis.

Key Words: Wnt, thymus, hematopoiesis, lymphoid-primed multipotent progenitors,

early T cell progenitors, Wnt4..
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INTRODUCTION

1. Hématopoiése

1.1 Introduction

L’hématopoiese, la genese et le développement des cellules du sang, vient du grec ancien
Haima (sang) et Poiesis (créer). Chez tous les vertébrés et quelques invertébrés, les cellules
hématopoiétiques agissent en synergie pour permettre d’assurer le transport d’oxygéne,
I’hémostase primaire et la génération d’une défense contre I’infection. Chacune des cellules
de ce systéme a des propriétés et des fonctions propres. Par contre, c’est uniquement
lorsqu’elles agissent en collaboration les unes avec les autres qu’elles constituent un systéme
de défense hautement spécifique et efficace, apte a empécher ou a éliminer |’infection causée
par la présence de pathogénes. Chez le mammifére adulte, les' précurseurs qui donnent
naissance a toutes les cellules hématopoiétiques se trouvent dans la moelle osseuse MO) et
sont appelés les cellules souches hématopoiétiques (CSH) (Figure 1). La différentiation de
cesl précurseurs en cellules matures est un processus complexe, hautement organisé et
implique de nombreuses interactions avec d’autres cellules ainsi qu’avec des facteurs

solubles présents dans le microenvironnement de la MO'.

1.1.1 Le systeme hématopoiétique

Chez I’ humain adulte, les CSH doivent générer pas moins de 2.4x10® nouvelles cellules tous
les jours"? pour répondre aux besoins du systéme immunitaire. La différenciation de CSH
en précurseurs et la génération de cellules matures et fonctionnelles sont des processus
impliquant des signaux intrinséques et extrinséques. Ce systéme est conservé dans
I’évolution et similaire entre les vertébrés inférieurs et les mammiferes™. Les CSH se

différencient en neuf types de cellules, chacune ayant des fonctions précises (Figure 1).
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Figure 1: Modéle de différenciation hiérarchique des CSH en cellules matures et spécialisées. Adapté de ®

1.1.2 Les cellules immunitaires : lignées et fonctions

Les précurseurs hématopoiétiques génerent deux lignées cellulaires principales : la lignée
myéloide et la lignée lymphoide. Dans la lignée myéloide, on retrouve les granulocytes, les
macrophages, les érythrbcytes ainsi que les plaquettes. La lignée lymphoide, quant a elle,
est constituée des lymphocytes B et T ainsi que des «natural killer cells » (NK). La
complexité de ce systeme réside dans le fait que plusieurs de ces lignées regroupent diverses
sous-populations et qu’'un méme type cellulaire peut avoir une origine myéloide ou

lymphoide, comme les cellules dendritiques (DC)®.

Les cellules hématopoiétiques peuvent aussi étre caractérisées selon leur fonction et étre
subdivisées en deux catégories: celles qui participent soit a I'immunité innée, soit a
I’'immunité acquise ou adaptative.

L’immunité innée est évolutivement trés ancienne. Les mécanismes moléculaires qu’elle
utilise sont retrouvés tant chez les animaux que chez les plantes. Ceci suggere qu’elle s’est
développée avant. la division entre ces deux régnes’. Elle génére une réponse non-
spécifique et rapide grice a des mécanismes phylogéniquement primitifs contre I’infection,
comme les défenses de surface, la génération de cytokines, l'activation du complément et les

réponses phagocytaires'®
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L’immunité adaptative n’existe ni chez les plantes, ni chez les invertébrés. Elle n’apparait
qu’a partir des vertébrés. C’est une réponse plus raffinée et spécifique contre des antigénes
précis, qui se développe plus lentement et fournit a I’héte une protection a long-terme. Pour
ce faire, elle implique des contacts cellulaires directs qui génerent une gamme extrémement
diversifiée de réponses hautement spécifiques'"'>. Par éoﬁtre, elle est aussi responsable des
allergies, de I’auto-immunité et du rejet d’organes. Les composants de I’immunité innée et

acquise s’engagent dans des interactions diversifiées et complexes.

Parmi les cellules matures qui participent a I’immunité innée et portent des récepteurs codés
par I’ADN germinal a leur surface, on retrouve : les macrophages, les DC, les mastocytes,
les neutrophiles et les éosinophiles. Lors d’une réponse immunitaire, ces cellules s’activent
et se différencient -en cellules effectrices ayant une durée de vie trés courte. Elles tentent
d’éliminer I’agent infectieux et réussissent souvent sans I’aide du systéme immunitaire
adaptatif. Par contre, dans certains cas, ceci n’est pas possible et le déclenchement d’une
réponse plus spécifique est requis. Le systeme inné fait part au systéme adaptatif de la
nature de I’agent pathogene. Ceci s’effectue par I’induction de I’expression de molécules de
co-stimulation comme CD80 et CD86 a la surface des cellules présentatrices d’antigénes
(CPA), dont la plus importante est la DC'®". L’immunité adaptative dépend des
lymphocytes T ainsi que des lymphocytes B. Ces cellules possedent des récepteurs de
surface, générés par un processus de recombinaison somatique, ce qui. permet une vaste

gamme de reconnaissance antigénique'.

1.1.3 Différenciation des cellules hématopoiétiques

Méme dans un contexte exempt de pathogénes, chaque sous-type cellulaire a une durée de
vie limitée: 8 3 11 jours pour les plaquettes', prés de 120 jours pour les érythrocytes™ et 1 a
2 jours pour 1es granulocytes'®, plusieurs mois pour les macrophages présents dans les
tissus'’. Les neutrophiles sont produits 4 un rythme de +/-10'' cellules par jour pour
maintenir leur niveau constant'®, tandis que les lymphocytes au repos survivent quelques

1920 Les cellules de cette hiérarchie possédent un potentiel d’auto-renouvellement de

mois
plus en plus restreint, for¢ant ainsi les CSH a générer des cellules plus différenciées pour

maintenir I’homéostasie du systeme.

Les étapes par lesquelles doivent passer les CSH lors de leur engagement dans la

différenciation cellulaire ont fait I’objet de percées significatives au cours de la derniére
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décennie. Ce sont Weissman et son équipe qui ont initialement proposé une ébauche de la
hiérarchie de différenciation des CSH. En effet, ils ont identifié deux sous-populations
distinctes de progéniteurs communs, ’'un menant & la my€lopoiése (common myeloid
progenitors, CMP) et I’autre a la lymphopoiése (co}nmbn lymphoid progenitors, CLP), les
deux n’ayant aucun potentiel d’auto-renouvellement détectable®?, Selon.eux, les CLP
seraient les précurseurs de quatre types cellulaires : les lymphocytes B et T, les NK et les
DC. Les CMP donneraient naissance a des progéniteurs moins différenciés comme les GMP
(progéniteurs granulo-monocytaires) et les MEP (progéniteurs mégacaryocytaires-

érythrocytaires et les plaquettes) pour finalement se différencier en leurs progénies (Figure

2a). C’est ce que I’on croyait étre la premiere bifurcation dans la différenciation des CSH*
25 ' :

Depuis, le portrait de différenciation est devenu un peu plus.complexé, et actuellement,
plusieurs €tapes ne sont pés ou treés peu définies. Grace a diverses stratégies expérimentales,
évaluant le potentiel de différenciation, il est maintenant possible d’ajouter certains
intermédiaires a I’hématopoiése. Les. CSH, appelées LT-HSC (long-term hematopoietic
stem cells), sont aptes a s’auto-renouveler indéfiniment, et & fournir ainsi une reconstitution
hématopoiétique a long-terme. La premiére étape de différenéiation se ferait lorsqué ces LT-
HSC se différencient en MPP (multipotent progenitors, aussi parfois appelés ST-HSC)®*. A
cette étape, ces deux types cellulaires sont phénotypiquement trés semblables, mais les MPP
expriment CD34 & leur surface. Leur potentiel d’auto-renouvellement décroit a 6-8
semaines, et ils ne sont aptes a fournir qu’une reconstitution & court terme, ou transitoire,
d’un héte. Par la suite, il a été rapporté qu’une fraction des MPP est biaisée vers une
différenciation lymphoide. Chez des souris ou la GFP a été placée sous le contrdle
transcriptionnel de Rag-1, il a été montré qu’une fraction des LSK (Linc-Kit"Sca-1%)
exprime la GFP. Cette sous-population GFP* a été caractérisée comme ayant un potentiel
granulo/rhonOcytaire et lymphocytaire B/T avec trés peu ou aucun potentiél

mégakaryocytaire/érythrocytaire (MKE)”"".

Ces LSK expriment Flt3 'a leur surface.
Supportant le potentiel de différenciation myélo/lymphocytaire de ces cellules, les souris
FIt3" ont une diminution au niveau des cellules B, T, NK et DC** et les souris Flt3L"
n'ont pas de CLP mais possédent un compartirﬁent GMP normal®. Ces cellules,
phénotypiquement définies comme LinFlt3*CD34*C-kit"Sca-1*, ont été appelées LMPP
(progéniteurs multipotents « lymphoid-primed »), et mbntrent une capacité d’auto-

N . . 2 . . .
renouvellement -d’d peine deux semaines™, quoique ceci fasse encore I’objet de
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controverse®®. Contrairement a des progéniteurs restreints a une lignée spécifique, il a été
démontré que les HSC amorcent leur différenciation vers les LMPP par la régulation a la
baisse de geénes spécifiques aux MKE*™ (dont Gatal, Vwf, et/ou Epor*®), et la régulation 2
la hausse de génes associés 2 la différenciation lymphocytaire*** (dont IL-7R, Ragl et
IgH"). De plus, dans ces essais, les transcrits de génes spécifiques a la lignée myéloide ne
sont modifiés dans aucune des populations immatures analysées*’. L’ancien modéle ainsi

que celui qui est proposé a ce jour sont illustrés a la figure 2.

b. CMP va. GMLP modol

Figure 2. Ancien (a) et nouveau (b) modgles proposés de différenciation des CSH. Tiré de*®

1.2 Les cellules souches hématopoiétiques

1.2.1 Introduction

- Alexander A. Maximow, un embryologiste et histologiste russe, fut le premier, en 1906, a
énoncér le concept des CSH et I’hypothése que toutes les cellules sanguines proviennent de
ces cellules. Il a aussi postulé que la différenciation était Attﬁbuable a des signaux ou stimuli
environnementaux du stroma médullaire sur les CSH, ce qui créerait un environnement
propice a I’apparition des divers précurseurs hématopoiétiques. ~Ses hypothéses,
révolutionnaires a son époque, ont été accueillies avec beaucoup' de scepticisme par la

communauté scientifique®’.

1.2.2 Définition

Les cellules souches, dont les CSH, doivent, pour mériter cette dénomination, remplir trois
critéres bien précis, ce qui les distingue de toutes les autres cellules de I’organisme®® :

1) elles doivent pouvoir se répliquer et donner naissance a des cellules-filles ayant un
potentiel de différenciation aussi élevé que le leur, i.e. : I’auto-renouvellement

2) elles doivent avoir léi capacité de se différencier en cellules progénitrices qui, suite a des

processus de prolifération et de différenciation, donnent naissance a un grand nombre de
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cellules matures et fonctionnelles, qui pourront remplir toutes les fonctions qui leurs sont
propres dans les divers tissus, i.e. multipotentes

3) elles doivent étre capables de répondre aux Signaux environnementaux pour satisfaire les
besoins plus ou moins grands en cellules différenciées. Ceci est possible grﬁbe ‘ala
flexibilité inhérente que doivent avoir ces cellules de choisir entre 1’auto-renouvellement, la
différenciation ou la quiescence, i.e «faie decision »,

Ces caractéristiques, encore utilisées de nos jours pour identifier les cellules souches, ont été

établies griace a des travaux datant, pour certains, de prés de cinquante ans.

1.2.3 Caractéristiques des CSH

a) Auto-renouvellement

Il a fallu attendre plusieurs années pour que la capacité d’auto-renouvellement des CSH soit
prouvée hors de tout doute. Dans les années 1980, des études ont été effectuées avec une
nouvelle technologie utilisant des vecteurs rétroviraux. Cette technique tire avantage du fait
que les vecteurs rétroviraux s’intégrent aléatoirement dans le génome de ’h6te, permettant
ainsi d’identifier et de suivre une cellule spéciﬁque ainsi que toute sa progénie (qui présente
le méme insert). En transduisant avec un vecteur rétroviral des cellules de MO et en les
injectant a des receveuses irradiées, il a été démontré que des cellules d’origine myéloide et
lymphoide -éontenaient ‘des sites d’intégration rétrovirale communs chez une méme

receveuse .

. De plus, lorsque ces cellules médullaires, prélevées -d’une receveuse
primaire, étaient transplantées dans des receveuses secondaires, on observait que les mémes
§ . . [T . N : . . . 53 .
clones contribuaient a 1’hématopoiése des receveuses primaires et secondaires™. Ces essais
constituent la premiere évidence expérimentale directe de 1’existence d’auto-renouvellement

" a long terme des CSH in vivo, et ont été menés par Snodgrass et son équipe en 1990,

b) Multipotence .

La mulipotence des CSH a été découverte grice aux expériences révolutionnaires de James
E. Till et Emest A. McCulloch, en 1961%, pour lesquelles ils ont mérité. le prix Lasker
(America’s Nobel) pour leur contribution en recherche®. Ces études ont démontré que les
cellules médullaires donnaient naissance en 7 a 14 jours, dans la rate de receveurs irradiés, a
des nodules macroscopiques (colonies de cellules qu’ils ont appelées colony forming units of
spleen, CFU-S). Grice a une méthode de translocation chromosomale induite par
I’irradiation, qui permet d’identifier spécifiquement la progénie d’une CSH, Tills et

McCulloch ont pu démontrer que les CFU-S générées étaient clonales, donc provenaient
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d’une seule cellule’”. Des essais de transplantations en série avec ces CFU-S ont démontré
que ces cellules pouvaient générer de nouvelles CFU-S chez un héte secondaire®*. 11 a été
rapporté, a posteriori, que la majorité des cellules présenteé dans les CFU-S ne permettaient
.pas la reconstitution de multiples lignées et étaient exclusivement d’origine myélo-
érythroide. De plus, ces CFU-S montrent un déclin de leur capacité proliférative suite aux

8063 Ainsi, les CFU-S de Till et McCulloch ne sont fmalemen't‘que

transplantations sérielles
des progéniteurs plus différenciés, et non des CSH comme ils le croyaient. Néanmoins, leurs

travaux ont établi le concept de « cellules souches hématopoiétiques ».

¢) Destin cellulaire ou « Fate decision »
Dans un environnement normal, les CSH sont majoritairement quiescentes, avec une activité
- proliférative trés réduite. Par contre, s’il y a un élément perturbateur & cet équilibre, comme
une infection, une hémorfagie ou un traitement myéloablatif, les CSH sont rapidement
activées et proliférent pour remplir la demande accrue en CSH ou en cellules sanguines.
Ainsi, suite & la division cellulaire d’une CSH, I’interaction des cellules-filles avec leur
environnement résulte en une décision qui détermine le destin de chacunev de ces cellules-
filles (voir Figure 3). Il a été suggéré que le choix de destinée se fait lors de la phase G; du
cycle cellulaire®. Les cellules-filles nouvellement générées ont cing possibilités :
1) retourner a I’état de quiescence
2) s’auto-renouveler, par soit :
a. une division symétrique, ou les 2 cellules-filles conservent les propriétés de la
CSH qui les a générées. Ceci résulte en une expansion nette des CSH de 1’hbte®
b. une division asymétrique, ou une des 2 cellules-filles va conserver les propriétés

~de la CSH qui I’a générée tandis que l’autre va initier un programme de
66-69

différenciation. Ceci résulte en un maintien du nombre de CSH chez I’hdte
Dans un contexte normal, les CSH se divisent de fagon asymétrique, générant une
cellule souche et un progéniteur plus différencié. Ceci permet le maintien du nombre de
cellules souches disponibles et de cellules matures dans le sang.- Les divisions
symétriques, qui génerent soit deux cellules souches soit deux cellules plus
différenciées, ne se produisent que dans desv contextes trés spécifiques, comme lors du
développement embryonnaire ou dans certaines conditions non-physiologiques, comme
suite 3 une chimiothérapie”.

3) s’engager dans un programme de différenciation vers une des lignées cellulaires’".
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4) migrer vers un site qui offre un environnement propice a l'un ou l'autre des destins
mentionnés ci-dessus’>".

5) Déclencher un processus de mort programmée, ou apoptose. C’est la derniére option et
elle ne se produit que si I’environnement dans lequel se trouve la cellule n’est propice a
aucune des quatre premiéres possibilités "*.

Ces S options assurent une étroite régulation des CSH pour le maintien de I’homéostasie,

permettant ainsi de conserver le nombre de CSH constant chez 1’adulte dans des conditions

physiologiques normales’”.

Auto-renouvellement

Division Division
Quiescence asymetrique symétrique Différenciation Migration Apoptose

@ o) @ i) .‘&.
PP IRIRERE

Figure 3. Destins cellulaires potentiels d’'une CSH. Adapté de 7

)

.y

.

1.2.4 Régulation des CSH

La nature des mécanismes qui régulent le choix vers I'une ou I’autre de ces décisions est
encore trés controversée. En effet, deux théories principales sur la régulation du réservoir de
CSH existent. La premicre, appelée « stochastique », stipule que le destin d’une cellule
souche est un événement aléatoire selon une combinaison de paramétres intrinséques a la
cellule au moment de sa division”. L’hétérogénéité des destinées obtenues dans les
expériences ou tous les parameétres étaient maintenus identiques, suggére la nature arbitraire
des processus qui régulent I’engagement des cellules-filles vers leur destinée. L’autre
théorie, appelée « déterministe », stipule que c’est plutdt une combinaison de facteurs
présents dans la niche, donc extrinséques a la cellule, qui serait permissive a la destinée que
doivent prendre les cellules-filles™. Selon ce modéle, les progéniteurs donnent, de facon
constante, les mémes nombres et sous-types de cellules-filles dans des conditions
environnementales identiques. L’élimination d’un ou de plusieurs facteurs de croissance ou
cascades de signalisation, via 1'utilisation de souris génétiquement modifiées, permet de
déterminer ’action qu’un facteur donné impose sur les CSH. Certains facteurs ont une

action redondante sur les CSH, empéchant ainsi de voir un phénotype chez les souris
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analysées. Ce type de signaux illustre une régulation permissive, permettant aux cellules de
se 'd_ifférencier selon une voie prédestinée. Par contre, d’autres facteurs sont indispensables a
certaines destinées. Ces signaux montrent une régulation instructive, forcant la cellule vers
un destin donné”. Il devient de plus en plus clair que la régulation de la destinée des CSH se
décide selon la somme de multiples signaux, groupés en deux types:

~a) Les signaux intrinseques: selon le patron d’expression génique de facteurs de
transcription, de régulateurs *du cycle cellulaire et de I’apoptose, de régulateurs post-
transcriptionnels et les niveaux d’expression de chacun de ces régulateurs.

b) Les signaux extrinséques : I’expression dans 1’environnement de cytokines, de facteurs de

croissance, de matrice extracellulaire et des contacts entre les cellules.

2. Wnt

2.1 Introduction

Plusieurs cascades de signalisation sont hautement conservées dans I’évolution. Lors du
développement d’organismes multicellulaires, celles-ci sont activées, régulées et
coordonnées de facon précise, pour assurer le développement adéquat de I’embryon. Via la
sécrétion de molécules telles la bone morphogenic protein (Bmp), Hedgehog (Hh) et Wnt,
des populations cellulaires spécifiques générent des signaux intracellulaires dans les cellules
avoisinantes et guident leur différenciation ou leur migration dans 1’embryon en
développement. -~ Les mécanismes moléculaires qui régulent ces signaux lors de
I’embryogenese et a I’dge adulte, pour le maintien de I’homéostasie et pour le retour a cet

équilibre, sont encore mal caractérisés.

2.1.1 La famille des Wnts : découverte

Avec le recul, il est maintenant possible de conclure que plusieurs phénotypes étudiés depuis
nombre d’années sont la conséquence directe d’une mutation dans les génes Wnats. 1l a été
rapporté, dans les années 1930, que des mutations induites par des insertions virales

8081 Dans les

formaient réguliérement des tumeurs mammaires chez les souris de laboratoire
années 1960 a 1990, on a démontré qu’une mutation spontanée entrainait un défaut dans la .
structure et la fonction cérébelleuse provoquant un phénotype de « swaying », ou titubement,
chez les souris®. Ces phénotypes ont ensuite été décrits.comme étant attribuables a une
mutation de Wnt1****, Les Wnts font partie d’une famille de ligands de 19 membres®. La
classification des protéines dans cette famille est faite selon une homologie de séquence avec

le premier membre identifié, soit Wntl. Ces ligands affectent divers processus tels que
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I’induction embryonnaire, la génération de la polarité cellulaire et la spécification de la
destinée cellulaire. Leuf nom provient d’une contraction du nom initial « int » donné par
Nusse lors de sa découverte chez la souris, et Wingless (Wg), découvert chez la drosophile
quelques années plus tard et qui s’est avérée étre I’homologue de « int ». En effet, Wg a été
découverte pour son rble dans la formation de jonctions para-segments et le maintien de
I’expression d’une protéine, enrailed, par les cellules adjacentes. Inf, pour sa part, a ‘
initialement été découvert comme un proto-oncogéne activé par I’intégration du mouse

mammary tumor virus IMMTYV), dans des tumeurs de glandes mammaires®®*°.

2.1.2 Whnts : structure

Les Wats sont des glycoprotéines secrétées, riches en cystéines. De plus'en plus de génes
homologues ont été trouvés chez de mﬁltiples organismes, des mammiféres au nématode C.
elegans. Des analyses phylogéniques ont démontré que plusieurs Wnts ont des geénes.
orthologues parmi plusieurs espéces, surtout au niveau des vertébrés®’. En effet, chez les
veﬁébrés, les orthologues de différentes espéces montrent une grande similitude au niveau
de leur séquence. Wntl humain versus murin a une homologie de 98% et Wnt3a humain est
ideﬁtique a 84% avec Wnt5a du Xenopus au niveau de la séquence en acides aminés. Les
Whnts ont une homologie de séquence en acides aminés d’a peﬁ prés 35% intrd-espéce, et
certains sbus-groupes (ex: Wnt3 et Wnt3a) montrent une homologie supérieure (58 a
83%)*. 1ls sont composés de 349 (Wnt7a/Wnt7b) a 417 (Wnt10a) acides aminés et leur
poids moléculaire varie trés peu, de 39 kDa a 47 kDa (référence Genebank). 1ls contiennent
plusieurs résidus chargés et ont une séquence signal hydrophobe a leur extrémité N-
terminale qui permet leur localisation au niveau du réticulum endoplasmique. Cette séquence
est suivie de 23 a 26 résidus de cystéines dont certains sont extrémement conservés entre les
diverses espeéces. Plusieurs de ces cystéines sont impliquées dans le repliement, viala

formation de liens disulfures intracellulaires, et dans la multimérisation des Wnts®>%>,

2.1.3 Modifications post-transcriptionnelles

Quoique. non détectées lors de 1’analyse de la séquence primaire des Wnts, des modifications
lipidiques sont présentes sur ces protéines, dont la S-palnﬁtoylation (l’addition réversible
d’acide gras sur les résidus de cystéines via des liens thioesther), et la N-palmitoylatidn
(initialement décrite sur les protéines Hedgehog, et qui est une modification au niveau de
" résidus présents a la portion N-terminale de certaines protéines)**®. Les Wnts, dont Wnt5a

et Wnt3a, sont acylées via une S-palmitoylation®®. On remarque aussi que la N-
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palmitoylation sémb_le trés conservée chez les Wnts. En effet, la méme cystéine a été
rapportée comme étant N-palmitoylée 3 la fois sur Wg chez la drosophile®” et sur Wnt8
murin®. Ces modifications rendent les Wnts extrémefnent hydrophobes, leur conférent une
trés forte affinité pour la membrane cellulaire et semblent étre spécifiquement ;equises a
I’accomplissement de deux fonctions cruciales : i) I’activation de la cascade de signaliéation
de Wnt et ij) la sécrétion de Wnt dans le milieu.. La palmitoylation du résidu C77 servirait a
I’activation de la signalisation Wnt B-caténine dépendante. Une forme mutante de Wnt3a,
ou le résidu C77 a été remplacé par une alanine, montre une diminution de sa capacité a
stabiliser in vitro la B-caténine et a activer sa signalisation dans les cellules cibles, sans pour
autant modifier sa sécrétion dans le milieu extracellulaire®. Cette palmitoylation serait
requise pour accroitre la concentration locale de Wnt3a a la membrane. Ceci est contraire a
d’autres cystéines chez Wnt qui jouent un réle au niveau intracellulaire, pour leur repliement

adéquat'®

. Le résidu Ser209 participerait a la relocalisation intracellulaire et a la sécrétion de
Wnt. Une mutation ponctuelle de Ser209 en alanine entraine une rétention-de Whnt3a au
niveau du réticulum endoplasmique, suggérant un rdle dans le transport intracellulaire

adéquat des Wnts'"".

2.1.4 Mécanismes de sécrétion

Les Wnts sont distribuées dans le milieu extracellulaire selon un gradient de concentration
qui est 4 son plus haut niveau dans la cellule productriée et qui décroit progressivement,
fournissant aux cellules environnantes une concentrz;tion spécifique et prévisible a un temps
donné. Ceci a pour effet d’activer la signalisation Wnt a divers degrés selon la distance entre
les cellules productrices et cibles, i la fois au niveau du répertoire et de I'expression des
- génes cibles de Wnt. Ceci a pour conséquence directe d’influencer la localisation, la
différenciation et la destinée des cellules avoisinantes, et peut avoir un effet jusqua un
diamétre de 30 cellules autour de la source'®. Ces propriétés indiquent que les Wnts font
partie des protéines que I’on dit morphogénes, tout comme « bone morphogenetic protein » ,
« tranforming growth factor-B », Hedgehog, «epidermal growth factor » et « fibroblast

103,]04. L’

growth factor » effet morphogénique des Wnts s’illustre par leur action sur les ailes

106

de drosophilem'105 , le tube neuronal embryonnaire ™ et au niveau des cryptes de vili dans le

colon'”. Plusieurs équipes tentent d’élucider les mécanismes qui régulent la sécrétion de
Wnt, pour permettre de mieux comprendre les diverses réponses induites par un méme

morphogéne.
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2.1.5 Wnt : récepteurs et co-récepteurs
Une fois Wnt sécrétée dans le milieu extracellulaire, la réception et la transduction de sa
signalisation sur la cellule cible impliquent des interactions avec plusieurs molécules. Ceci
augmente d’autant plus la complexité des signaux médiés par Wnt. Les mieux caractérisés a
ce jour sont les récepteurs Frizzled (Fzd) et les co-récepteurs LRPS/LRP6. Les Fzds ont -
initialement été découverts pour leur implication dans I’organisation spatiale des poils sur la
carapace de la drosophile adulte. En effet, les drosophiles, qui ont les poils normalement
~organisés et dirigés unidirectionnellement sur le thorax et les ailes, ont les poils désorganisés

et épars suite 3 une mutation de ce récepteur'*>'®.

Les Fzds ont par la suite été identifiés
comme des récepteurs de Wnt. Ainsi, le phénotype observé chez ces drosophiles était di 2
un blocage de la signalisation Wnt, plus spécifiquement un défaut au niveau de la polarité

cellulaire (PCP, planar cell polarity)**°

, une des 3 voies de signalisation connues de Wnt.

Chez les vertébrés, il y a dix Fzds, ‘divisés en quatre groupes selon I’homologie de leur
séquence : Fzd-1/-2/-7, Fzd-4/-9/-10, Fzd-5/-8 et Fzd-3/-6""". Ces dix protéines montrent une
redondance et une pléiotropie pour les diverses protéines Wnts''%. Les Fzds font partie de la
superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR). En plus de leur sept domaines
fransmembranaires, ils possédent une portion extracellulaire, en position N-terminale, qui
participe, avec ou sans les co-récepteurs LRPS/LRP6, a la liaison d’égonistes (les Wnts), ou
d’antagonistes. Ces antagonistes sont des protéines sécrétées Frizzled-related, (sFRP), Wnt
inhibitory factor 1 (WIF-I), Cerberus et la famille des ligands Dickkopf (DKK) et sont
impliqués dans I’inhibition de la signalisation Wnt par divers mécanismes, comme le
mimétisme moléculaire de Fzd ou la séquestration de Wnt. Au niveau du domaine
extracellulaire, tous les Fzds possédent un motif conservé de dix résidus cystéines, appelé le
CRD, pour cysteine-rich domain. Ce CRD lieraif plusieurs Wnts différents avec une trés

haute affinité''>!*

. Par contre, de nouvelles expériences démontrent que le CDR n’est pas
absolument requis et, dans certains cas, une liaison CRD-indépendante, de faible éfﬁnité
entre Wnt et Fzd est possible''>''®. La signalisation se fait par trois boucles intracellulaires et
I’extrémité C-terminale achemine le signal intracellulaire approprié, via lés protéines

cytoplasmiques responsables' .

Les co-récepteurs LRP5 et LRP6 font partie de la famille des lipoprotéines a faible densité et

possédent un seul domaine transmembranaire. Ces protéines, homologues entre elles a 73%
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dans leur domaine extracellulaire et a 64% dans leur domaine intracellulaire, montrent une
homologie de 40% avec Arrow, le.co-récepteur chez la drosophile!’®, LRP5/LRP6 sont
requis pour la transmission des signaux canoniques de Wnt, via la formation d’un complexe
avec Fzd'®. L’inhibition de LRP6 chez le Xenopus n’affecte pas les mouvements de
gastrulation activés par la voie non-canonique de Wnt'®. Une forme tronquée de LRP
contenant les domaines transmembranaire et intracellulaire, entraine 1’activation constitutive
de la voie canoniquem. Inversement, une forme tronquée sans domaine intracellulaire,
constitue un dominant négatif pour la signalisation'”’. Des souris LRP6™ ont un phénotype
qui montre quelques ressemblances avec la délétion de Wntl, Wnt3a et Wnt7a, mais moins
- sévere. Ces souris ont une troncation caudale de 1’axe du corps avec un rétrécissement de la
queue, un défaut de formation du mésencéphale et un probleme du développement de I’axe
antéropostérieur et dorsoventral, phénotypes retrouvés chez les souris Wntl”, Wnt3a™ et
Wnt7a” respectivement'®. La délétion de LRP5 et LRP6 entraine, chez les embryons
murins, un défaut de formation de la ligne primitive et une absence de mesoderme'®. LRP5
et LRP6 ont des fonctions qui se chevauchent, LRP6 jouant un réle plus important, du moins

. \ 1
lors de I’embryogenése.

Pour transmettre le signal, la liaison Wnt/Fzd et LRP5/LRP6 entrainerait la
phosphorylation, par la glycogen-synthase kinase 3 (GSK3-f) et la serine/threonine kinases
casein kinase 1 (CK1y), de LRP sur certains résidus de sérines et thréonines'**'*’. Outre Fzd
et LRP, d’autres récepteurs peuvent lier et transmettre les signaux Wnt, dont Ror2,
RYK/Derailed et FRL1/Cripto. Chez le Xenopus, 'interaction entre Ror2 et Fzd été
rapportée dans la littérature. Ror2 agirait comme co-récepteur de Fzd2 et Fzd5 (pas Fzd8)
suite 2 la liaison avec WntS5a pour I’activation d’une voie non-canonique'?, La transmission
des signaux Wnt peut aussi se faire via le récepteur receptor-like tyrosine kinase (RYK), qui
posséde un domaine tyrosine kinase et un domaine de liaison 2 WIF-1. Les événements de _
signalisation eﬂ aval de ce récepteur sont peu connus. Il a été suggéré que, chez les
mammiferes, RYK jouerait le rdle d’un co-récepteur de Fzd et permettrait la liaison avec

12 Les souris. Ror2” ou RYK” présentent un

-/-128,130-132

Dsh pour activer la voie canonique de Wnt

phénotype semblable a celui des souris Wnt5a

2.2 Signalisation via Wnt
C’est vers le milieu des années 90 que les premiéres évidences suggérant qu’il y aurait de

multiples voies de signalisation pour Wnt ont été rapportées. Selon le type d’activité
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biologique observée chez les vertébrés, les Wnts ont été subdivisées en deux groupes
fonctionnels. L’expression ectopique de.Wnt-l, -3a, -8 ou -8b (appelé le groupe Wnt-1)
induit soit la formation d’un axe secondaire (ou ectopique) chez le Xenopus embryonnairém,
soit ‘la transformation des cellules épithéliaies mammaires C57MG"™.  L’expression
ectopique de Wnt-4, -5a et -11 (appelé le groupe WntS5a) n’induit ni la formation d’un axe
'secondaire chez le Xenopus embryonnaire, ni la transformation des cellules C57MG. Par
contre, ces Wnts possédeht une activité biologique car ces protéines modifient les
mouvements cellulaires et amenuisent 1’adhésion cellulaire lorsque surexprimées chéz le

135-138

Xenopus La ségrégation des Wnts dans I’un ou l’autre de ces groupes n’est pas -

absolue et des essais suggérent que certains Wnts pourraient méme s’antagoniser'””. De

plus, les mécanismes qui régulent la spécificité des signaux Wnts sont encore peu compris.

140141 4nhiber la formation

142
8

Par exemple, Wnt5a peut induire la formation d’un axe secondaire
Whnt-8-dépendante d’un axe secondaire lorsque co-injectée avec Wnt8'*, mais peut aussi
stabiliser la B-catenine'®, le tout selon le patron d’expression (i.e. : la présence ou 1’absence)

de certains Fzds.

2.2.1 Voie de signalisation Wnt
La signalisation via Wnt requiert la coordination d’un nombre important de molécules '

intracellulaires et peut se faire par trois voies :

1) La voie canonique, p-caténine dépendante

Cest, des trois voies, la plus étudiée dans la signalisation Wnt. C’est une voie hautement
conservée des cnidaires aux humains'*. ‘Sa dérégulation a été impliquée comme un facteur-
clé dans ’initiation de plusieurs cancers, notamment celui du colon'® . Dans cette voie, le
médiateur principal est la B-caténine. Cette protéine a initialement été découverte pour son
role dans les jonctions adhérens, ol la B-caténine fait le pont entre les cadhérines et 1’a-
caténine pour la liaison au cytosquelette'®®, La surexpression de la B-caténine chez des
embryons de Xenopus et de Zebrafish provoque I'induction du mésoderme dorsal au

détriment du mésoderme ventral, comme ce que I’on observe lors de la surexpression de

147,148

Wnt8 chez ces animaux Inversement, son inhibition empéche la formation du

149,150

mésoderme dorsal chez le Xenopus et la souris L’identification de la B-caténine

comme I’orthologue de Armadillo, un régulateur important de la voie Wg chez la drosophile,

a permis de faire le rapprochement entre la B-caténine et Wnt chez les vertébrés®"'*%, 1l a

153.

été rapporté qu’un deuxiéme pool de B-caténine existait ailleurs dans la cellule™*. Ce pool



24

est présent a I’état libre dans le cytosol (pas li€ au cytosquelette), possede une demi-vie
extrémement courte et sa dégradation est causée par un complexe de destruction. Ce
complexe est composé de I’axine (un gene suppresseur: de tumeur), de |’adenomatous

polyposis coli (APC), de la CK 1y et de la GSK-3p"*.

En I'absence de Wnt, la B-caténine libre dans le cytosol se lie a I’axine et 'APC. La pB-
caténine devient phosphorylée successivement, sur quatre résidus sérines et thréonines
présents en N-terminal, par CK 1y (sur Ser45) puis par GSK-3p (sur Thr41, Ser37.et Ser33).
Ceci forme un motif de reconnaissance pour la F box/WD repeat protein p-TrCP, une sous-
unité du complexe E3-ubiquitine-ligase, qui va permettre de cibler la B-caténine pour sa
dégradation rapide via.le protéasome'”. Dans le noyau, un facteur de transcription
spécifique a Wnt appelé TCF est lié a un répresseljr de la famille des Groucho-related genes,

et ne peut donc initier la transcription de ses génes cibles'*.

Si Wnt est présent, il se lie & Fzd et au co-récepteur LRP. La formation de ce complexe
trimérique active la CKly, ce qui va permettre la phosphorylation du médiateur
cytoplasmique Dsh'”’'®, 1 y a ensuite recrutement de la P-arrestine, pour former un

complexe avec Dsh et ’axine'”.

Cette dissociation de ’axine du complexe de destruction
en inhibe I’activité. Ainsi, la f-caténine n’est plus phosphorylée, s’accumule dans le cytosol
et est transloquée au noyau. Les mécanismes qui régulent cette translocation ne sont pas
encore bien définis. Il a été suggéré que deux protéines, TCF et Pygopus, permettraient
I’ancrage de la B-caténine au noyau, mais ne seraient pas absolument requises'®. Dans le
noyau, la p-caténine déloge les répresseurs de transcription, liés aux facteurs de transcription
TCF et LEF. La portion c-terminale de la f-caténine posséde un domaine de transactivation
qui lie I’ADN via un groupe HGM (high mobility group), présent sur TCF et LEF'®'. La p-
caténine recrute ensuite la cyclic AMP-responsive-element-binding protein (CREB)-binding
protein (CBP) et/ou p300 histone déacétylase et brahma-related gene 1 (BRGI), un

composant important du complexe de remodelage de la chromatine'®>'®

. Tout ce complexe
de co-activation se lie aux promoteurs de TCF et LEF et induit la transcription des genes

spécifiques A cette voie de signalisation®*,

2) Les voies non-canoniques, [}-caténine indépendantes
Les voies non-canoniques sont décrites comme activant un réseau complexe de signalisation

intracellulaire, entrainant des effets trés variés. L’activation de ces voies, chez les vertébrés
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et les invertébrés, montre deux fonctions: la modulation des mouvements/polarités

 cellulaires ainsi que I’antagonisation des signaux induits par la voie canonique. Ces voies

n’utilisent ni la B-caténine ni GSK-3B comme médiateurs pour la transmission des signaux.
Par contre, elles partagent, avec la voie canonique, les protéines Fzd et Dsh. Les signaux en
aval différent selon la voie activée. Ceci est possible grace a divers domaines présents chez
Dsh, soit les domaines PDX, DIX et DEP. Des essais de délétions montrent que PDZ,
permettant la liaison de Dsh 4 Fzd, est requis pour la signalisation canonique et non-
canonique. DIX, présent aussi sur I’axine, n’est nécessaire que lors de la signalisation

165169 [ es voies non-

canonique, et DEP est requis pour les signaux non-canoniques
canoniques sont initiées soit par la modulation des concentrations intracellulaires de calcium
dans la voié calcique (Wnt/Ca®*) ou par des mouvements cellulaires polarisés, dans la planar
cell polarity (PCP). Toutefois, il a été suggéré que les signaux induits par ces deux voies
non-classiques se chevaucheraient et feraient peut-€tre méme partie d’une méme cascade de
signalisation. En effet, un composant spécifique de la voie PCP, appelé Prickle, a été
rapporté comme induisant a la fois la modulation des mouvements cellulaires (voie PCP) et
'augmentation des niveaux intracellulaires de calcium chez le Zebrafish. De plus, une

forme spécifique a la voie PCP de Dsh pourrait activer la voie Wnt/Ca®* chez le Xenopus et

le Zebrafish'™.

a) La voie calcique

La voie calcique (Wnt/Ca®) a été suggérée comme second messager dans la voie Wnt suite
aux observations faites par imagerie in vivo sur des oocytes de Zebrafish. Dans ce modéle,
la surexpression de Wnt5a et Wnt11 montre des défauts de développement, notamment dans

la formation de I’axe dorso-ventral. Ces phénotypes sont similaires a ceux induits par des

‘agents qui stimulent Pactivité phosphatidylinositol et augmentent la concentration

. . 71,17
intracellulaire de Ca®* '">'72.

Suite a la liaison de Wnt a Fzd, il y a libération de calcium
intracellulaire et activation des protéines « calcium-responsive », dont la protéine kinase C
(PKC). La PKC, via la Ca2+/calmodulin-dependent kinases (CaMKII), active la calcineurine
(CN) ce qui méne a I’activation de la fonction transcriptionnelle de la calcineurin-dependent
nuclear factor of activated T cells (NFAT). Cette voie peut étre antagoniste a la voie B-
caténine. En effet, la co-injection d’ARNm de Wnt8 et Wnt5a chez le Zebrafish inhibe la

13 Le méme effet est

dorsalisation observée suite a la surexpression de Wnt8 seulement
obtenu en remplagant Wnt5a par une augmentation indépendante des niveaux intracellulaires

de calcium'®. De plus, un mutant montrant WntSa présente une augmentation de la
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stabilisation de la B-caténine. Les auteurs suggérent que ce phénotype pourrait étre causé par

I’inhibition de la régulation négative de la voie canonique par un facteur encore inconnu'””.

b) La voie de la polarité cellulaire (PCP)

Cette voie, aussi appelée Wnt/INK, est associée a plusieurs processus de polarisation et
mene a 'orientation uniforme de cellules dans un méme plan. L’exemple classique de
I’existence de cette voie implique I’orientation proximale-distale des poils sur I’aile de la
drosophile, qui, dans un contexte normal, ont tous la méme orientation et sont tous situés a
I’extrémité distale de chacune des cellules. Une demi-douzaine de protéines impliquées dans
~ cette voie chez la drosophile ont été rapportées, dont Fzd, dsh, diego, strabismus, prickle et

flamingo, appelées « planar cell polarity core genes »76.

C’est la présence de Fzd et dsh
dans la voie PCP chez la drosophile et la trés haute conservation de ces voies dans
" I’évolution qui a permis de suggérer un lien entre cette voie et la signalisation Wnt chez les
vertébrés. Suivant des études sur le Zebrafish, il a été rapporté que le phénotype du mufant
appelé silberblick, qui montre I'inhibition de la voie PCP entrainant un défaut d’élongation

de ces animaux, est attribuable 3 une mutation au niveau de Wnt11'"".

La signalisation par la sous-famille de MAPK appelée INK a été impliquée dans plusieurs

fonctions biologiques, dont la réponse au stress et ’apoptose dans les cellules de

178

mammiféres ainsi que la fermeture dorsale chez la drosophile’ ®. JNK peut étre activée par

17 " L’initiation de cette cascade

plusieurs signaux extracellulaires, comme le LPS ou I'IL-1
de signalisation, en amont de JNK, se fait soit par I’activation de GTPases (Rho, Rac et
Cdc42), soit par MEKK, soit par des facteurs impliqués dans la signalisation via I’apoptose
comme DAXX ou Fas"**'®2, Boutros et son équipe ont été les premiers  faire le lien entre
les voies PCP, INK et Wnt, grice 4 des essais sur la drosophile et sur des cellules de
mammiféres in vitro'™ |

de la voie INK (RhoA, INKK et JNK) montrent une inhibition de I’induction de la voie PCP

. IIs ont démontré que 1) des mutations dans certaines composantes

via Dsh et Fzd, 2) la surexpression de ces mémes composantes permet de retrouver un
phénotype quasi-normal suite a la délétion partielle de ’activité biologique de dsh, 3) Dsh
active la signalisation JNK en culture et 4) le domaine DEP de Dsh, essentiel pour la
signalisﬁltion PCP, est aussi nécessaire pour I’activation de JNK in vitro'®. Les mécanismes
intracellulaires précis qui régulent cette. voie de signalisation sont encore trés peu définis et

font I’objet de nombreuses recherches.
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La distinction entre la voie canonique et les voies non-canoniques semble ne pas étre précise.
En effet, plusieurs études montrent un chevauchement entre les divers composants

. : : .« 185-189
intracellulaires de ces voies

. 'La caractérisation des mécanismes de signalisation Wnt
est d’une importance capitale, non seulement pour mieux comprendre les processus de
développement et d’homéostasie cellulaire, mais aussi pour ’implication de ces signaux

dans diverses maladies, notamment les cancers'®.

2.3 Wnt et I’hématopoiese

Gréce au perfectionnement des outils technologiques 4 notre disposition, de plus en plus
d’évidences portant sur le role de Wnt dans I’hématopoiése, au niveau des cellules souches
et plus différenciées, sont rapportées dans la littérature. Cette section n’abordera pas les
réles connus de lé voie Wnt sur la lymphopoiese T, discutés dans une section subséquente.
La signalisation Wnt peut induire la prolifération, la différenciation, la survie de .cellules

hématopoiétiques ainsi que I’induction de I’auto-renouvellement des CSH.

Les études portant sur le réle de Wnt dans 1’hématopoiése ont ét€ amorcées suite aux
observations montrant la production de Wnt dans les organes hérﬁatopo’fétiques et
I’expression de Fzd sur les cellules hématopoiétiques'®''®. De plus, les CSH répondent
normalement 3 une signalisation Wnt dans leur environnement médullaire’®®. En effet, des
essais ont été effectués avec des CSH transduites avec un vecteur rétroviral, ou I’expression
de la GFP est mise sous le contréle trancriptionnel de TCF/LEF et réinjectées a des
receveuses irradiées. Ces ‘expériences montrent que, 14 semaines post-reconstitution, les
CSH maintiennent I’expression de la GFP in vivo'.  Une autre évidence liant Wnt 2
1’hématopoigse a été apportée par Austin et son équipe en 1997. Ils ont montré que, in vitro,
Wnt induit I’expansion d’une population enrichie en CSH, dans le foie feetal mqrin, lorsque
placé en présence de sumageanf de culture riche en Wntl, Wnt5a ou WntlOb. IIs ont
rapporté que plus de cellules conservaient une morphologie immature par rapport aux
contrdles, suggérant que Wnt permet le maintien de I’état non-différencié des CSH dans ce

contexte'*®

. Dans un modéle semblable, on rapporte que la fréquence de cellules humaines
Lin'CD34", enrichies en CSH, augmente in vitro sous I’effet de Wnt2b, Wnt5a et Wnt10b.
Ces essais ont montré, via des analyses morphologiques, que les cultures ﬁghes en Wnt
résultaient en plus de cellules immatures (moins différenciées) et moins de cellules matures
1% 1’équipe de Willert a suggéré un rdle pour Wnt3a dans I’auto-renouvellement des HSC

in vitro et in vivo. lls rapportent que I’incubation de CSH avec du Wnt3a purifié entraine
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une augmentation de la capacité proliférative des CSH et le maintien de leur état non-
différencié, analysé phénotypiquement et fonctionnellement par leur capacité a reconstituer a
long terme un hote irradié®®. L’induction de I’auto-renouvellement des CSH par Wnt
dépend de l’activation de la voie Notch®'. Ainsi, Wnt (notamment Wnt3a) régule
I’hématopoiése via un effet direct sur les cellules hématopoiétiques. Lors d’études in vitro,
il a été suggéré que Wnt pourrait aussi agir sur ’hématopoiése par un effet indirect sur le

stromam.

~ Une nouvelle étude pourrait ajouter un niveau de complexité au role des Wnts dans
I’hématopoiése. En effet, Bodine et son équipe ont rapporté qu’in vitro et in vivo, les Wnts
peuvent s’antagoniser. Ils montrent que Wnt5a inhibe, chez les CSH, la signalisétion de la
voie canonique induite par Wnt3a, ce qui augmente leur capacité de reconstitution. Les
auteurs suggérent que ce phénoméne s’effectue via le maintien en phase G, des CSH par

203

Wnt5a, indépendamment de la présence de Wnt3a™". La phase Gy, phase de quiescence du

cycle cellulaire, est connue comme augmentant la capacité de reconstitution des CSH?***%,
" Brandon et son équipe, quant a eux, ont rapporté un role a WntSa et 4 Wntll dans la
différenciation in vitro de cellules hématopoiétiques médullaires aviaires, confirmant ainsi la
haute conservation des fonctions de ce groupe de molécules dans I’évolution. Ils ont
démontré que la surexpression de Wnt5a et Wntll induit une augmentation des globules
rouges et des monocytes et une diminution des macrophages. Inversement, 1’inhibition de
Wntll génére un plus grand nombre de macrophages, une diminution de la génération des
monocytes et ’absence de globules rouges®. Murdoch et son équipe ont rapporté que la
surexpression de Wnt5a n’affecte ni la prolifération ni la différenciation de progéniteurs
immatures humains in vitro, mais que 1’injection d’un‘ milieu riche en Wnt5a augmente de
plus de 3 fois la reconstitution multi-lignée chez des souris NOD/SCID*”’,

208, ont

Les difficultés techniques rencontrées pour la production et la détection des Wnts
mené plusieurs chercheurs a se tourner vers la modulation de facteurs en aval de Wnt, soit
des Fzds ou des molécules intracellulaires connues pour la transmission des signaux (surtout
de la voie canonique). Des souris Fzd9" montrent un phénotype hématologique, soit une
diminution des lymphocytes B, 4 1’étape pré/pro-B*®. Les souris LEF-1" moﬁUent aussi un
phénotype B, avec une réduction de la prolifération et de la survie du pool de pro-B et pré-B
en I’absence de LEF-1, mais aucun changement au niveaﬁ de la cinétique de différenciation

des progéniteurs B*'®.. La surexpression de 1’axine, inhibiteur de la voie canonique de Wnt,
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inhibe la prolifération et la survie des CSH in vitro. La transduction de CSH avec I’axine et
la reconstitution d’un hote irradié montre que I’inhibition de la signalisation Wnt empéche la

. . . .. . - 211
reconstitution immunitaire iz vivo™ .

Des études avec la f-caténine montrent des résultats un peu contradictoires. Les premiéres
études montrent que la transduction d’une forme constitutivement active de la B-catéhine .
dans des CSH, transgéniques pour Bcl-2, augmente leur prolifération in vitro et leur permet
de conserver un phénotype immature suite a des cultures a long-terme. De plus, ces CSH |
sont plus efficaces pour la reconstitution multi-lignées que les contrdles, lorsque co-
- injectées®'®. Deux articles récents montrent plutdt qu’une activation constitutive de la B-
caténine entraine un blocage- multi-lignée de I’hématopoiése, avec un défaut de la
reconstitution érythroide, une diminution des progéniteurs myéloides et mégakaryocytaires,
une inhibition de la lymphopoiése B (étape pré/pro-B) et T (DN1), et une accumulation de
CSH non-fonctionnelles?'**'*. Des expériences de reconstitution compétitives montrent que
ces CSH ont un désavantage de repopulation par rapport aux controles, attribuable a un taux -
de prolifération trop élevé Cjui empéche leur auto-renouvellement 3 long-terme®®. Des
études additionnelles seront requises pour concilier les résultats obtenus et définir le rle

précis de la f-caténine dans I’ hématopoiése.

2.3.1 Wnt4

Wnt4 est un membre de la famille des Wnt, découvert en 1990, par McMahon *'®. C’est une
protéine hautement conservée chez tous les vertébrés qui a initialement été étu.diée chez le
Zebrafish, le poulet et le Xenobus. Les études chez ces animaux montrent que Wnt4 est
exprimée au niveau du cerveau et joue un rdle important dans I’inhibition des mouvements
cellulaires lors de ’embryogenése®”*'®, 1l a été rapporté que chez Xenopus, les transcrits
Whnt4 sont détectables 2 des étapes précoces de I’embryogeneése, de 1’étape de la neurula (ou
I'ébauche du systéme nerlveux se forme dans la région dorsale de I'embryon) a celle du A
tétard®"®. Chez la souris, le premier role spécifique attribué a Wnt4 est au niveau de la
transformation épithéliale de mésenchyme métanéphrique embryonnaire, une étape cruciale

20221 1 »analyse de souris Wnt4”" montre que cette

lors de la formation des tubules rénaux
protéine est essentielle pour la morphogenése rénale et qu’en son absence, les souris meurent
en 24 heures, d’une agénésie rénale””’. Wnt4 joue aussi un rdle dans la détermination

sexuelle, ou elle est essentielle pour la formation ovarienne et signale I’arrét de la production
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des cellules de Leydig. L’absence de Wnt4 entraine une masculinisation de I’embryon XX,

par I’absence de structures mullérienne et la présence du canal de Wolf*,

2.3.2 Wnt4 et I’hématopoiése

Au niveau du systtme immunitaire, quelques articles permettent de lier Wnt4 2
I’hématopoiése, plus spécifiquement au niveau de la lymphopo‘l‘ése T et du thymus. De tous
les membres de cette famille, Wnt4 est le plus exprimé au niveau de I’épithélium cortical -

224225 1.a transduction de

thymique adulte et du stroma thymique embryonnaire (E15)
thymocytes feetaux avec Wnt4 augmente de 8 fois le nombre de cellules récoltées en 6 jours
de culture. Ceci montre qu’in vitro, Wnt4 permet 1’expansion ou la survie de ces cellules”
Sen et son équipe ont démontré que les souris Whnt4" ont une réduction de 20 4 30% du
nombre de thymocytes embryonnaires et néonataux malgré une différenciation thymocytaire
normale, suggérant un rdle physiologique 3 Wnt4 dans la thymopoiése in vivo™. Ces
études, comme les études in vitro de Staal, ne permettent pas de discriminer entre un role de
Wnt4 dans I’expansion et/ou dans la survie des progéniteurs T. Le développement d’un
microenvironnement épithélial thymique est capital pour la généraﬁon de lymphocytes T.
FoxN1 est un facteur de transcription dont I’expression est essentielle dans le dévéloppement
du microenvironnement thymique, et sa délétion provoque le phériotype athymique .(nude)
chez les souris®®®. Hollinder et son équipe ont montré que 1’expression de FoxN1 est médiée
par Wnt4, ol la transduction de Wnt4 dans une lignée de cellules -épithéliales thymiciues

entraine 1’expression de FoxN1 dans le noyau®”

2.3.3 Signalisation Wnt4-dépendante

Des modgles in vivo et in vitro ont montré que Wnt4 active la voie non-canonique pour
médier ses effets. In vitro, lorsque transfectée dans des cellules HEK293, Wnt4 active JNK,
qui phosphoryle Pax2 (paired-box 2) et induit la tfanscripti‘on de génes spécifiques a Pax-
2" Cette voie de signalisation est aussi activée par Wnt4 dans un modéle in vitro de
transforrﬁation épithéliale A partir de progéniteurs mésenchymateux présents dans le rein®'
In vivo, a la suite d’études faites sur le Xenopus ou Wnt4 est requls pour le developpement
des yeux, la 51gnallsat10n de Wnt4 s’effectue par I’activation de la cascade de 51gnallsat10n
de INK™. Une autre évidence, mais indirecte, de P’activation par une voie non-canonique
est la capacité de Wntd a se lier au domaine CDR de Fzd6, dans des fibroblastes

233

embryonnaires murins Fzd6 a été rapporté, dans une lignée de cellules embryonnaires

rénales humaines, comme activant une voie B-caténine indépendante®*. Fzd6 inhiberait,




31

dans ce contexte, la transmission des signaux de la voie canonique en empéchant la liaison

du complexe B-caténine/TCF i son site de liaison sur I’ ADN*®,

Par contre, dans certains modéles, Wnt4 active la voie canonique. En effet, dans la lignée
MDCK (Madin-Darby Canine kidney cells), Wnt4 induit I’expression du géne rapporteur de
la luciférase lorsque mis sous le contrdle des facteurs de transcription TCF/LEF-1**, La
transfection de Wnt4 dans des cellules rénales porcines induit I’expression de la cycline D1,
une cible trancriptionnelle typique de la- voie canonique®’. Une autre évidence de
I’activation de la voie B-caténine dépendante par Wnt4 a été rapportée par I’équipe de
Hollinder grice a des études faites sur une lignée de cellules épithéliales corticales
' thymiquesgappelées TECI1-2. Cette équipe a montré que lorsque transduites avec Wnt4, les
cellules TEC1-2 expriment la luciférase, lorsque ce geéne rapporteur est mis sous le contrdle
transcriptionnel de TCF/LEF1?®. Ainsi, Wnt4 est apte i activer la voie canonique, -

caténine dépendante.

Le fait que Wnt4 puisse induire différentes voies de signalisation dans divers types
cellulaires illustre le consensus général poﬁr ces protéines : la réponse a un stimulus donné
dépend a la fois des Wnts présentes, de la combinaison de récepteurs spécifiques exprimés a
la surface de la cellule cible ainsi que de la nature de cette cellule cible. Cette combinaison
dicte si la résultante est 1’activation de 1’une des 3 voies de .signalisation, I’inhibition de la "
transmission des signaui canoniques au profit de la voie non canonique ou inversement.

Tout ceci fait I’objet de recherches, mais encore trés peu de données sont connues a ce jour.

3. Le thymus

'3.1 Evolution du systéme immunitaire

La formation du thymus est probablement un des événements les plus importants dans
I’évolution du systéme immunitaire. Il est apparu, phylogéniquement, entre la lamproie et le

poisson a méchoire (gnathostome)™”.

Cet événement aurait suivi le développement de la
rate, premier organe immunitaire 3 se développer aprés 1’évolution en un systéme
circulatoire fermé*®. Cette transformation en organes laisse supposer que le développement
en régions organisées et spécifiques, et non plus systémiques, a permis d’améliorer
I’efficacité des interactions entre les cellules lors des processus immunitaires.

De tous les organes du systéme, le thymus est certainement celui est le plus énigmatique aux

yeux des immunologistes. C’est I’organe majeur du corps humain dont la fonction a été la
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derniére a létre élucidée. Le thymus est un organe bilobé situé au dessus du ceeur, derridre le
sterﬂum. L’origine de son nom, selon cei‘tainé, viendrait de sa ressemblance i la feuille de la
plante appelé Thymus vulgaris (nom commun : thym) tandis que d’autres afﬁnhéﬁt qu’il tire
son nom du grec ancien 8uuo, qui veut dire 4me, courage, esprit, volonté ou but*!. Lors
de sa découverte, le th)rmus était surtout considéré comme un organe régulant des fonctions
non-immunologiques. Les chercheurs croyaient en un réle d’épuration, a cause du ndmbre
élevé de leucocytes, i durée de vie trés courte, qui étaient éliminés dans le thymus . Ceci.
Sillustre par un énoncé de Dr. Medawar lauréat du prix Nobel de médecine, qui a déclaré:
"We shall come to regard the presence of lymphocytes in the thymus as an
evoluttonary accident of no very great significance”™®
La fonction réelle du thymus fut élucidée par Miller. Il publia dans The Lancet en 1961°*%,
des resultats montrant que des souris thymectomisées 24 heures apres leur naissance étaient
plus sen31b1es aux infections, avaient moins de lymphocytes et étaient incapables d’é élaborer
une réaction de rejet de greffe de peau. Il'pdstuia alors que :
«Pendant l’embr}}ogenese,v le thymus doit produire les précurseurs de cellules
immunitaires compétentes, plueieurs d’entre eiles migrant a d’autres sites au
moment de la naissance. Ceci sugge’rerai_t que les lymphocytes qui sortent du
thymus sont des cellules spécialement sélectionnées. » .
Cette affirmation était révolutionnaire 2 ’époque et n’a été considérée comme véridique
qu’apreés plu51eurs années. De nos jours, la fonction thymique est relativehlent bien -
caractérisée mais la majorité¢ des mécanismes cellulaires et intracellulaires sous-_]acents dans

“I’exécution de ces fonctions par le thymus, ne sont pas encore élucidés.

.3.2 Organogenése thymique
Le primordium thymique prend naissance, chez la souris, au jour 10-11 et, chez ’homme, a

quatre semaines>*>*,

Sa genése se fait a partir des bourgeonnements épithéliaux d’ orlgme
endodermale, nes de la tr0131eme poche pharyngée, et ectodermale, issus de la troisiéme
fente brachiale. Ces derniers se différencieraient respectlvement en médulla et en cortex®

Ce bourgeon s’entoure de tissu conjonctif primitif, le mesenchyme provenant de la reglon
. céphalique de la créte neuronale dérivée des troisiemes et quatriémes arcs pharyngés. Ces
cellules mésenchymateuses pénétrent 1’épithélium thymique et établissent un réseau de
fibroblastes associés a de la matrice eﬁtracellulaireug. L’importance de la composante

épithéliale du stroma thymique a été démontrée par des études chez des souris dont les genes

Hoxa-3, pax-1 ou FoxNI1 ont été supprimés. .La suppression des deux premlers génes,
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fonctionnellement reliés®, montre l'absence du compartiment épithélial d’origine
endodermique. Il en découle une diminution de la taille du thymus ainsi que du nombre de
lymphocytes T matures produits’. Les souris nude, chez lesquelles il y a délétion du
facteur de transcription FoxN 12!, sont dépourvues de cellules épithéliales d’origine
ectodermique. Leur thymus n’est plus capable de recruter les précurseurs T ni de supporter -
leur différenciation®.”  Au jour 12-13, les précurseurs hématopoiétiques entrent dans le
rudiment thymique et se différencient en DC, en macrophages ainsi qu’en précurseurs
thymocytaires. Les DC et les macrophages sont distribués a travers le cortex et la médulla
tandis que les précurseurs T migrent a la région sous-capsulaire pour entamer leur processus
de maturation et de sélection. Le thymus migre vers le bas du cou ou il s’étend jusque dans
le médiastin, sous-jacent ‘au sternum. Cet organe ainsi formé est composé d’un réseau de
fibroblastes, de macrophages, de cellules épithéliales et dendfitiques ainsi que de matrice

extracellulaire, organisé en région corticale et médullaire.

Le thymus atteint prés de 25cm’ vers 1’dge de 12 mois chez I’humain. Par la suite, la
fraction fonctionnelle (lymphoépithéliale) du thymus involue progressivement et est
remplacée par du tissu adipeux, conjonctif et de I’espace périvasculaire, altérant ainsi
I’architecture thymique. Cette involution commence 5 I’4ge d’un an et continue a un taux de .
3% par an jusqu’a la trentaine pour décliner, les années suivantes, a un taux de 1% par an>>.
~ Si on extrapole, la perte totale de la région lymphoépithéliale se produirait vers l’ﬁgé de 120
‘ans chez ’humain. Chez la souris 4gée (+/- 24 mois), I'involution thymique entraine une
diminution drastique du nombre de lymphocytes produits, soit 0.7% de ce qui est produit

chez un nouveau-né**,

3.3 Origine des progéniteurs thymiques

L’entrée des précurseurs hématopoiétiques dans le thymus est régulée différemment lors de
I’embryogenese et a 1’4ge adulte. Lors de ’embryogenese, les progéniteurs T sont produits
par.les prééurseurs héfnatopo'iétiques se trouvant initialement dans la zone splanchopleurale :
para-aortique aux jours 8-9, dans le foie fcetal aux jours 11-13 puis dans la MO pour pénétrer
le rudiment thymique aux jours 13-14. Le rudiment thymique est, a ce point du
développement, encore non—vdscularisé. Les progéniteurs T entrent dans le thymus
embryonnaire par le tissu mésenchymateux, a fravers la capsule épithéliale. A maturité,
I'entrée dans le thymus des progéniteurs provenant de la MO est régulée par des ouvertures

microvasculaires, au niveau des veinules post-capillaires a la région cortico-médullaire®>**¢,
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3.3.1 Nature des progéniteurs immigrant dans le thymus
Comme toutes les cellules du systeme immunitaire, les lymphocytes T sont générés a partir
d’une petite population de CSH pluripotentes. Leur entrée dans le thymus adulte se fait au

. . . . 2 J 257,2
niveau des jonctions corticomédullaires®"**®

. Dans le thymus, ces cellules restent dans cette
zone péri-médullaire un certain temps avant de migrer vers la zone sous-capsulaire puis vers
la médulla thymique®’. Lors de chacune de ces étapes de migration, pendant lesquelles les
progéniteurs évoluent dans leur maturation, les thymocytes sont en contact étroit avec les
cellules stromales thymiques qui leur fournissent les signaux spécifiques requis pour leur
différenciation. L’identité des progéniteurs qui migrent de la MO au thymus pour donner
naissance aux lymphocytes T est encore mal caractérisée. Grace aux travaux de I’équipe de
Goldschneider, on sait maintenant que I’entrée dans le thyinus est un phénorﬁéne hautement
régulé ou le thymus permet, via la disponibilité des niches a la jonction cortico-médullaire,
I’entrée d’une centaine de précurseurs lymphoides toutes les trois a quatre semaines

seulement®®. Ces progéniteurs seraient présents dahs le sang pendant environ 1 semaine, la
moelle régulant aussi la sortie de ces cellules dans le sang®'. Temporellement coordonnée &
la disponibilité des niches dans le thymus, I’exportation des progéniteurs de la moelle au
sang se ferait en vagues distinctes plutdt qu’en continu. Le tout serait régulé par
I’expression de facteurs chimiotactiques, produits soit par le thymus pour le recrutement de

ces progéniteurs, soit par la moelle pour forcer leur émigration vers le sang.

Plusieurs
cellules médullaires et sanguines ont été suggérées comme étant les précurseurs
Iymphocytaires, avec comme caractéristiques d’étre des cellules dépourvues de la capacité
d’auto-renouvellement et ayant enfamé des processus de différenciation, a divers degrés,
vers la lignée T. Parmi les cellules proposées, on retrouve les Multipotent progenitors
(MPP263: Lin Ckit"Sca-1"Flt3*), les Lymphoid-primed multipotent progenitors (LMPPZ“,
aussi appelés ELP*: Lin'Ckit"Sca-1"Flt3", exprimant le géne Rag dans la MO), les
Common lymphoid progenitors (CLP* : Lin'Ckit°Sca-1°IL-7Ra*), les Common lymphoid
progenitors-2 (CLP-2*" : Lin'Ckit°Sca-1"°B220"IL-7Ra*) et les Circulating T cell
progenitors (CTP**** ; Lin CD4°CD25 Thy1"huCD25", retrouvés dans le sang de souris ol

le géne CD25 humain a été placé sous le contrdle du gene pré-Ta).

Tous ces progéniteurs ont démontré un potentiel élevé a générer des lymphocytes T lorsque
mis dans des conditions favorables a la thymopoiése comme, entre autres, un environnement

exprimant des ligands de Notch®™, facteur essentiel i la différenciation thymocytaire. Tout
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progéniteur T doit exprimer Notchl et étre apte a répondre au signal induit par les ligands
spécifiques a cette voie de signalisation. L’ARNm de Notchl a été rapporté dans plusieurs

progéniteurs hématopoiétiques comme les CSH, MPP, ELP et CLP¥“¥2%73,

Avoir le
potentiel de se différencier en lymphocyte T n'implique pas automatiquement la capacité de
le faire. Par exemple, chez des souris non-irradiées, si des CSH sont directement injectées
dans le thymus, elles se différencient rapidement en lymphocytes T. Par contre, si on les
injecte par voie intraveineuse, on ne voit 1’apparition de lymphocytes dans le thymus que
plusieurs semaines plus tard. Ceci implique qu’une certaine différenciation doit s’effectuer
avant que les CSH n’acquiérent la capacité & migrer vers le thymus et a y pénétrer’™®. Cela
se ferait via I’acquisition de CCRY et d’autres mécanismes CCR9-indépendants®”. Le
nombre restreint de précurseurs T générés par la moelle, et leur faible nombre dans le sang et
a la jonction cortico-médullaire thymique rendent difficile 1’identification précise des
« vrais » précurseurs T. Le consensus actuel propose que les précurseurs physiologiques de
la lignée T, présents a 1’état basal chez la souris, se trouvent dans la population MPP (Lin’
Ckit"Sca-1"Flt3)?. | |

33.2 Etapes intra-thymiques de laiv différenciation T

L’organogenése complexe du thymus, rassemblant les compartiments stromaux et
lymphocytaires, constitue 1’échafaudage optimal pour supporter toutes les étapes complexes
menant 3 la maturation des lymphocytes T*"". Quels que soient I’identité et le phénotype
précis des progéniteurs qui entrent dans le thymus, leur différenciation implique une série
d’étapes de migration, en corrélation avec différentes étaRes de maturation, identifiables
grice a ’expression successive de diverses molécules de surface, dont CD4, CD8, CD25,
CD44 et CD117. Chaque compartiment thymique contient des cellules spécialisées assurant
I’intégrité de chaque étape de différenciation. Chez la souris, la différenciation thymocytaire

s’effectue via les étapes DN (double-négatif), DP (double-positif) et SP(simple-positif).

Les cellules, au stade DN, n’expriment ni CD4, ni CD8 a leur surface membranaire. Elles se
retrouvent a I’entrée du thymﬁs, a la jonction cortico-médullaire, et sonf les thymocytes les
plus immatures. Chez la souris, cette étape phénotypique se subdivise en quatre sous-
populations qui se différencient de concert avec leur migration vers la région sous-

capsulaire.
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La population la plus immature, DNI1, est hétérogéne. On y retrouve les ETP,
phénotypiquement Linc-kit"CD44*CD25". Ce sont les progéniteurs thymocytaires les plus
précoces dans le thymus et ils ne montrent qu’une expansion limitée. Lés ETP se
différencient ensuite en DN2. A cette étape, ils expriment RAG1 et RAG2, initient le
réarrangement de la chaine B du TCR et entreprennent un processus de prolifération
impliquant des cytokines, dont SCF*" et IL-7°"°. Ces deux premiéres sous-populations dans
la différenciation T (ETP et DN2) sont réversibles et conservent le potentiel & générer des
cellules NK, DC et myéloides. Les ETP ont, en plus, un potentiel & générer des lymphocytes
B®%%_ Ensuite, ils se différencient en DN3, ot le réarrangemeht fonctionnel d’une chaine p
du TCR coincide avec une contrainte a une restriction vers la différenciation T. Par contre,
cet engagement n’est peut-étre pas absolu. En effet, Rolink et son équipe ont rapporté que
des lymphocytes B Pax-S'/' sont aptes a se dédifférencier et & reconstituer le thymus pour
générer des cellules T, montrant ainsi la plasticité étonnante des cellules hématopoiétiques.
Au stade DN3-DN4, elles expriment la chaine pré-Ta pour former un pré-TCR, .un
complexe qui médie la p-sélection, la survie, la prolifération et I’arrét de la recombinaison au

locus TCRP (exclusion allélique)®.

Ces cellules se différencient ensuite en DP, exprimant
a la fois les co-récepteurs CD4 et CD8 a leur surface™’. A cette étape, la chaine pré-Ta est
remplacée par la chaine a, formant un TCRaf fonctionnel 2 la surface de ces cellules™®, Ces
DP, qui composent 75 a 88% des thymocytes, migrent dans le cortex et y restent 2-4 jours.
Les chaines TCRa et B s’assemblent pour former un TCR mature, exprimé a la surface des

lymphocytes en combinaison avec CD3, un complexe de transduction de signaux.

C’est 4 ce moment qu’est amorcé le processus de sélection positive. A cette étape ne sont
sélectionnés, pour la poursuite de leur développement, que les lymphocytes ayant la capacité
d’interagir avec un complexe CMH-peptide du soi a la surface des cellules épithéliales
thymiques. Ceux qui ne reconnaissent pas ce complexe meurent par un processus appelé
«mort par négligence ». Les thymocytes migrent a travers la région cortico-médullaire et la
médulla ou s’effectue le proceséus de sélection négative. A cette étape, les lymphocytes
ayant une affinité trop forte pour les complexes CMH-peptide, situés a la surface des DC,
sont éliminés. Ce processus est nécessaire pour la production de lymphocytes T non-réactifs
au soi, permettant ainsi de réduire les risques de maladies auto-immunes?’. A cette étape,
les lymphocytes T CD4+ ou CD8+ ne sont pas encore préts a quitter le thymus. Ils y restent

encore une semaine. Pendant cette période, ils entament des processus de maturation

fonctionnelle ou ils acquierent leurs fonctions effectrices soit «helper» pour les CD4+ et
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cytolytiques pour les CD8+. Finalement, les lymphocyies T ayant survécu sont exportés en
périphérie, via les vaisseaux a la région cortico-médullaire, ou ils patrouillent les organes
lymphoides secondaires a I’affiit d’agents étrangers a éliminer”® ",

Les mouvements cellulaires intrathymiques, de 1’entrée des progéniteurs T a leur émigration,
sont médiés par des chémokines produites par 1’épithélium thymique et par les molécules
d’adhésion qu’il exprime. Par exemple, CCR7 et CCRY, les récepteurs des chémokines
CCL19, CCL21 et CCL2S5, ont été rapportés comme médiant la migration des progéniteurs T
de la région corticomédullaire a la région sous-capsulaire du thymu3292’293. CCR7 est

impliqué dans la migration des progéniteurs au thymus®***

296,297

etdela rnigration des SP vers la
médulla . L’expression de CCR9, comme mentionné ci-haut, correle avec I’entrée des
progéniteurs dans le thymus®®. CXCL12 est aussi exprimé au niveau du cortex thymique®”.
Son seul récepteur connu a ce jour, CXCR4, est exprimé fortement sur les DN. On a

suggéré un rdle a D’interaction CXCR4/CXCLI2 pour -promouvoir I’association des |
progéniteurs avec les cellules stromales sous-capsulaires®®. Certaines molécules d’adhésion
telles que CD44>', VCAMI*®, les intégrines o>, a5 et B,>° et PSGL-1°* ont été

rapportées comme participant A la migration des précurseurs T au thymus.

3.4 Wnt et la thymopoiese

L’une des premicres observations du role de Wnt sur le développement T est indirecte. En
1993, Oosterwegel et son équipe analysent le patron d’expression de TCF-1 et LEF1, deux
facteurs de transcription avec un niveau d’homologie trés élevé™. IIs rapportent que leur
expression est ubiquitaire pendant I’embryogenése puis restreinte aux lymphocytes T, ainsi
qu’aux lymphocytes B pour LEF1, a la naissance®®. L’expression protéique de TCF1/LEF1
est détectée dans toutes des populations thymocytaires avec un pic d’expression a I’étape ISP
(immature simple positive), une population CD8+ transitoire entre ies DN4 et les DP. Deux

V/IAV-/- ,yrL
18VAY" " avec une délétion dans

souris déficientes en TCF-1 ont été générées, soit TCF-
’exon 5, et TCE-12V"AVI " avec une délétion dans ’exon 7 contenant une partie essentielle
de la HMG box™®. . A cette époque, le lien entre TCF et Wnt n’a pas encore été fait. Ceb lien
ne fit fait qu’en 1997, ou des travaux sur la drosophile ont montré I’activation de la

transcription de TCF suite 4 sa multimérisation avec le complexe Armadillo®"’. .

Le phénotype de souris TCF-1" montre clairement un réle de TCF-1 dans les étapes
précoces du développement T : une diminution majeure de la cellularité thymique (10-100

fois) et une absence quasi-totale de cortex thymique. Le thymus est dépourvu de DN2 et
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montre une diminution des DN4 qui sont hypoprolifératifs. Ces sguﬁs ont 100 fois moins de
DP et une diminution du nombre de lymphocytes T périphériques. Cette délétion n’affecte
ni la génération de lymphocytes B, ni la capacité proliférative et cytotoxique des
lymphocytes T produits. Les auteurs en ont conclu que le rdle de TCF1 est restreint aux

thymocytes®''%,

Le rétablissement du phénotype normal est possible si I’on réintroduit
p45TCF-1, un des isoformes de TCF-1 qui contient le domaine de liaison 4 la B-caténine’"”.
TCF-1 jouerait un rdole dans la survie des thymocytes®'**>. En effet, les DP TCF-1"
n’expriment que trés faiblement Bcl-xp, une molécule anti-apoptotique clé a cette étape de la
thymopoiése, et leur survie est partiellement rétablie avec la surexpression de Bcl-2. 1l a été
suggéré que TCF-1 régule I’expression de Bcl-2 in vivo '°. Ce sont les premiéres évidences
d’un rdle de la voie Wnt dans le développement T. Des souris déficientes a la fois pour
LEF1 et TCF-1 ont été générées. L’analyse in vitro de leur thymopoiése révéle un défaut
dans la thymopoigése avec une diminution de la cellularité ainsi qu’un arrét complet de la

différenciation a I’étape ISP. Les compartiments DN sont séverement affectés avec une

absence quasi-totale de DN1, DN2 et DN4 et une accumulation de DN3°"7.

Depuis, plusieurs équipes se sont consacrées a €lucider I’expression et le rdle des divers
composants de la voie Wnt dans les processus de différenciation/survie/prolifération des
progéniteurs T. Staal et son équipe ont rapporté la présence de Wntl, Wnt4, Fzd5, Fzd7 et
Fzd8 dans des thymus néonataux. Par la transfection de foies feetaux avec Wntl et Wnt4, ils
montrent I’augmentation de la cellularit¢ dans ces cultures par rapport aux contrdles.
Inversement, Iinfection de thymocytes feetaux avec des effecteurs dominant-négatifs de
Wnt, appelés solfzd (la forme soluble de Fzd), montre un arrét de la différenciation au stade
DN avec solfzd7, et un arrét a ISP avec solfzd5 et 8°'%. TIs ont aussi évalué I’activation de
cette voie chez les thymocytes humains et murins. Ils rapportent que I’expression de la B-
caténine stabilisée est la plus élevée dans les cellules DN CD34+ humaines (I’équivalent
humain des étapes DN1 a DN3 chez la souris), dans les thymocytes embryonnaires murins
DN1 et DN2 ainsi que dans les DN et ISP chez les thymocytes murins adultes. IIs rapportent
aussi I’activation de TCF-1 dans les DN humains in vitro, suite au transfert dans des FTOC.
Ils ont effectué la transduction de foie feetal et de cellules médullaires murines avec DKKI1,
un inhibiteur de la signalisation Wnt. Ils montrent qu’in vitro, le développement de ces
cellules est bloqué, de fagon dose dépendante de DKKI1, jusqu'au blocage complet a 1’étape
de DNI1 lorsque 1’expression de DKK1 est forte®'®. De plus, il a été rapporté que les cellules

épithéliales thymiques sont les principales productrices de Wnt dans le thymus, surtout de
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Wnt4 mais aussi de Wnt7a, 7b, 10a et 10b*°. Les souris Wnt4”", Wnt1™ et déficientes pour
ces deux génes ont été générées. Ces souris meurent a la naissance, empechant ainsi
I’analyse du rble de ces Wnts dans la thymopoiése adulte.. L’analyse de leurs thymocytes |
feetaux (E18/E19) montre une diminution de la cellularité de 20 a 30% et jusqu’a 50-70%
chez les souris Wnt4”Wntl”. Par contre, la proportion relative de chacune des sous-
populations thymocytaires est équivalente aux con‘trélesm. Une évidence supplémentaire du
role de Wnt dans la thymopoigse vient d’expériences effectuées sur les souris transgéniques

pour l’axine, un régulateur négatif de la P-caténine. Ces souris présentent une |
désorganisation de I’architecture thymique, avec une absence de ségrégation cortico-
médullaire induite par une quasi-absence de cortex. Des essais TUNEL montrent 1’apoptose

massive de ces thymocytes par rapport aux controles >,

Le rdle de la B-caténine dans la thymopoiése a fait 1’objet de plusieurs études et soulevé plus
de contradictions que de réponses claires. L’équipe de Von Boehmer a généré une souris ou
la B-caténine est constitutivement active dans les thymocytes, dés 1’étape DN3. Ces souris
ont une cellularité thymique réduite de 90%, une dimi.nution du pourcentage de SP, une
diminution de 1’expression de la chaine B du TCR a la fois chez les DP et les SP et une
augmentation de 1’apoptose chez les sous-populations DN4 a SP. Le croisement avec des
souris RAG™ montre un rétablissement partiel du développement T. Ils suggérent ainsi que
I’expression forcée de la PB-caténine permettrait la différenciation en SP en I’absence de
signal via le pré-TCR ou du TCRap’®. Un phénotype équivalent est obtenu suite a la
délétion conditfonnelle de I’APC, a I'étape DN3-DN4 de la différenciation T**. Ce
phénotype est une diminution encore plus marquée de la cellularité thymique, indiquant un
role B-caténine-indépendant a I’ APC, et un blocage encore plus marqué de la transition DN4
a DP, causant une accumulation majeure de DN4. Ces DN4 montrent un niveau d’apoptose
“et un pourcentage de cellules en cycle semblables aux souris B-caténine mutantes
mentionnées ci-haut, mais un délai dans D’initiation du cycle cellulaire. Les auteurs
rapportent aussi que la stabilisation de la B-caténine diminue 1’expression de Notch et de ses
cibles transcriptionnelles. Ils démontrent que la stabilisation de la B-caténine antago.nise la
signalisation Notch, et entraine le phénotype de différenciation TCR-indépendante. En effet,
lorsque ces thymocytes sont transfectés avec NotchlIC, I’expression de leur TCR- se trouve
partiellement rétablie, que ce soit chez les souris exprimant la B-caténine constitutivement
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active ou chez celles oll I’APC est délétée De plus, lorsque la B-caténine stabilisée est

surexprimée soit a I’étape DN3 soit plus tardivement a 1’étape de DP, les souris développent
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des thymomes. Ces cellules, phénotypiquement DP, requiérent I’expression de la
recombinase RAG et de c-myc pour leur transformation et ne dépendent, ni ne bénéficient de

I’activation de la cascade de signalisation de Notch*®.

Sen et son équipe ont aussi généré une souris ou la B-caténine est constitutivement active et
rapportent que la surexpression de B-caténine ne modifie pas la cellularité thymique mais
accroft la génération de thymocytes matures CD8+ au détriment des DP dans le thymus®’.
Cette augmentation des CD8 ne se refléte pas en périphérie, ou les décomptes cellulaires en
lymphocytes T sont normaux, sans augmentation de leur survie ni de leur prolifération in
vitro. Leur maturation s’effectue de fagcon TCR-dépendante, avec une génération de
lymphocytes T CD8" équivalente aux contrdles lorsque transférés dans des souris CMH-1"
3% La différence entre les résultats générés par ces modéles serait possiblement due au
niveau d’expression variable de la B-caténine. En effet, ’équipe de Sen suggere que le
niveau plus faible de f-caténine obtenu chez leur souris contournérait I’effet néfaste de la [3-
caténine sur la signalisation via le pré-TCR, leur permettant ainsi d’évaluer I'effet de la

9

stabilisation de la B-caténine 3 des étapes plus tardives de la thymopoiése®>. En revanche,

~

un article de I’équipe de Jenkinson montre un résultat similaire en ce qui & trait & la
génération de thymocytes CD8*, mais dans un modele opposé®. En effet, ils ont procédé a
la transduction de la protéine ICAT (inhibitor of p-catenin and TCF), qui empéche la liaison
de la B- et y- caténines a leurs sites de liaison sur TCF-IV. Les résultats montrent que la
liaison caténine/TCF1 est requise pour la différenciation des thymocytes de DN a DP, ou la
transduction d’ICAT a cette étape précoce inhibe la génération de DP, mais pas de DP 2 SP.
En effet, si on transduit ICAT a I’étape de. DP,> ces derniers générent des SP aussi
efficacement que les contrdles. Par contre, lors de la transduction des DN avec ICAT, en
plus de voir un défaut dans la transition de DN a DP, les auteurs montrent une génération de
SP CD8", exprimant TCR-p, 4 des niveaux plus faibles que les contrdles®".

Ainsi, si on compare ces résultats a ceux de Sen, on voit que deux modéles, un surexprimant
la B-caténine et 1’autre inhibant sa liaison 4 TCF-1, donnent tous deux.la génération de SP
CD8". Ces résultats shggérent que la génération de SP CD8" s’effectue soit grice i une
transcription dépendante de TCF-1 mais indépendante de sa liaison a la B-caténine, soit par
la liaison de la P-caténine & un facteur de transcription autre que TCF-1. Cette premiere
hypothése est d’autant plus plausible qu’il a été rapporté que I’activation de TCF-1 peut se
faire en absence de la [- et y- caténines dans les cellules hématopoietiques®. Deux

nouveaux articles rapportent aussi une altération de la thymopoise suite a 1’activation
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constitutive de la P-caténine de fagon systémique dans I’hématopoigse™ .

La premiére
équipe‘ rapporte une diminution de 25% de la cellularité thymique, moins de leucocytes
sanguins, un blocage de la thymopoiése a la transition DN1 a DN2, moins de ETP mais un
pourcentage de DP et SP normal®”’. La deuxiéme équipe rapporte un phénotype plus sévére,
soit une cellularité thymiqué de 10% par rapport aux contrdles, une accumulation de DN,
notamment des DN1 et DN2, avec une presque totale absence de DP et de SP¥.

La délétion germinale compléte’de la B-caténine n’est pas possible, car elle entraine la mort
a I’état embryonnaire due a une déficience dans la formation de 1’axe antéropostérieur, ainsi
qu’'a l’\absence de mésoderme et de téte”’. Plusieurs équipes ont élaboré des stratégies pour
tenter d’analyser le rdle de la voie canonique de Wnt dans le développement T en induisant
la délétion conditionnelle de la B-caténine. Les résultats obtenus sont contradictoires.
L’équipe de Sen montre que la délétion conditionnelle de la B-caténine, a I’étape DN3 de la
thymopoiése entraine un blocage de la transition DN3 & DN4 et une diminution de la
capacité proliférative des DN4. 1ls rapportent une diminution drastique des‘T en périphérie
et leur déficit de prolifération, in vitro, suite a une stimulation TCR-dépendante avec un
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anticorps anti-CD Par contre, Radtke montre que la délétion conditionnelle de la B-

caténine dés [I’initiation de 1’hématopoiése n’a aucun impact sur 1’hématopoiese et la

thymopoigse®®

, suggérant I’existence de mécanismes compensatoires, comme la -
caténine™’. Par contre, des souris y-caténine” ne montrent aucun phénotype thymique
majeur*'. Récemment, I’équipe de Radtke a généré des souris P-/y-caténine™ et rapporte
que I’absence simultanée de ces deux genes n’altere ni 1’hématopoiese, ni la

lymphopoigse®*?.

4. Utilité de ces travaux : curiosité scientifique ou intérét thérapeutique?

La transplantation de CSH s’est beaucoup développée avec les années. Elle a débuté comime
une intervention expérimentale effectuée sur un groupe restreint de patients et est devenue
un traitement médical bien établi, effectué a grande échelle sur des patients ayant des
troubles hématologiques™’. Développer de nouvelles méthodes pour modeler les CSH, au
niveau cellulaire ou génétique, permettrait d’accroitre les applications potentielles de telles
transplantations. Un exemple d’une telle intervention serait I’expansion ex vivo des CSH.
Cette technique pourrait permettre d’augmenter le nombre de cellules a partir d’un greffon
contenant peu de CSH ou méme de favoriser les transplantations autologues. L’expansion

ex vivo de CSH a été tentée, via un traitement avec des combinaisons de cytokines****** ou
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suivant ’analyse de modeéles animaux chez lesquels on a surexprimé diverses molécules
dans des cascades de signalisation comme Notch**®, FGF**, 1a voie canonique de Wnt 834
et HoxB4*?%% | Ces essais n’ont cependant pas encore mené i 1’établissement de protocoles
d’expansion ex vivo efficaces.

Notre modele de surexpression de Wnt4 laisse entrevoir un potentiel thérapeutique
intéressant dans cette optique, ainsi que pour le rétablissement immunitaire suivant une
immunodéplétion importante ou induite par le vieillissement. En effet, outre nous permettre
de mieux comprendre les mécanismes nécessaires et/ou essentiels qui régissent le
développement immunitaire (surtout le développement de 1’axe LMPP), ce modéle pourrait
permettre de pallier a, voire méme contrer, I’immunodéficience ou la sénescence thymique
grice au prétraitement ou a la transduction rétrovirale ex vivo des CSH avec Wntd. Ceci
pourrait permettre de moduler la génération de LMPP a long terme et favoriser un
rétablissement des lignées cellulaires générées a partir des LMPP. Ceci meénerait au
rétablissement permanent du syst¢éme myélo-lymphoide chez ces patients. Nos expériences
laisseraient entrevoir de nouvelles avenues passionnantes pour le traitement

d’immunodéficiences qui pourrait s’avérer d’un intérét thérapeutique crucial.
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5. Description du projet de recherche : questions de départ

Article 1: T-cell generation by lymph node resident progenitor cells

Ce premier projet tentait de répondre a deux questions fondamentales :

1.. Quels signaux moléculaires, produits par le stroma thymique, sont nécessaires et
suffisants au recrutement/différenciation des progéniteurs T ?
2. Que manque-t-il au stroma des ganglions mésentériques pour pouvoir supporter la

différenciation des progéniteurs T ?

Ce projet part de 1’idée que les ganglions lymphatiques, dans certaines situations, acquiérent
la capacité de supporter la différenciation T. Ceci se produit, par exemple, sous I’effet d’une
surexpression d’Oncostatin M (OM), chez une souris athymique ou suite & une lymphopénie
sévére. Ceci implique-t-il 1) que les ganglions sont aptes a recruter les mémes progéniteurs
que le thymus mais inaptes a supporter les étapes précoces de leur différenciation, ou 2) que
les ganglions sont incapables de recruter de tels progéniteurs dans des conditions
physiologiques normales?

Pour évaluer cette question, nous avons analysé les ganglions du point de vue
hématopoiétique (contiennent-ils des progéniteurs T ?), et du point de vu stromal (manque-t-

il certains transcrits importants a la thymopoiése ?).

Article 2: Wnt4 is a survival factor for multipotent hematopoietic progenitors
and enhances thymopoiesis '

Grice aux résultats que nous avons obtenus suite au premier article suggérant que la
déficience en Wnt4 empéchait les ganglions lymphatiques de fournir un environnement
adéquat a la différenciation T, nous avons poursuivi nos recherches dans ce sens en posant

les questions suivantes :

1. Peut-on induire la différenciation extra-thymique dans des ganglions mésentériques chez
des souris grace a la surexpression de Wnt4 ? Est-ce que I’expression de Wntd est la
seule chose qui distingue un ganglion d’un thymus ?

2. Quel serait le phénotype induit par une surexpression systémique de Wnt4 dans le

compartiment hématopoiétique chez la souris?
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Pour permettre de répondre a ces’ questions, nous avons décidé de tirer profit de la
surexpression protéique par 1’utilisation de vecteurs rétroviraux. Pour ce faire, nous avons
transduit du foie feetal de souris avec un vecteur rétroviral exprimant ou pas Wnt4. Nous
avons ensuite reconstitué des souris irradiées avec ces cellules et avons évalué le phénotype

aprés 16 semaines pour nous assurer d’une reconstitution a long-terme.

Griace a ces expériences, nous espérons étre en mesure de mieux comprendre les
caractéristiques requises a un organe, tant au niveau des compartiments hématopoiétiques
que stromaux, qui lui permettent de supporter les diverses étapes de la différenciation des
lymphocytes T. De plus, outre plusieurs fonctions non-hématopoiétiques, ce projet nous a
permis, aussi de mieux caractériser le role de Wnt4 dans le systéme immunitaire. Cette
molécule, en plus d’étre le membre de la famille des Wnts le plus exprimé dans le thymus,
est aussi responsable de I’induction de FoxN1, le géne absent chez les souris athymiques.

Quelle est sa fonction réelle dans la thymopoiése ?



45

5.1. ARTICLE I:

Terra R.*, Louis I.*, Le Blanc R., Ouellet S., Zaniga-Pfliicker JC., Perreault C.,
- T cell generation by lymph node resident progenitor cells, Blood, 2005,
106(1):193-200.
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Abstract

In the thymus, two types of Lin'Sca-1" (lineage—negative stem cell antigen-1-positive)
progenitofs can generate T lineage cells: c-Kit" interleukin-7 receptor a—negative (c-
Kit"IL-7Ra") and c-Kit°IL-7Ro.". While c-Kit"IL-7Ra” progenitors are absent, c-Kit"IL-
TRa” progenitors are abundant in-the lymph nodes (LNs). c¢-Kit°IL-7Ra’ progenitors
undergo abortive T cell commitment in the LN and become arrested in Gl‘ phase of the
cell cycle because they fail both to upregulate c-myb, c-myc, and cyclin D2 and to represé
- junB, pl 6K and p21°P""AF As a result, development of LN c-Kit°IL-7Ra’
progenitors is blocked at an intermediate CD44'CD25" development stage in vivo, and
LN derived progenitors fail to generate mature T cells when cultured with OP9-DL1
stromal cells. LN stroma can provide key signals for T cell development including IL-7,
- Kit-ligand, and Delta-likel, but lacks Wnt4 and Wnt7b transcripts. LN c-Kit°IL-7Ra*
proéenitors are able to generate mature T cells when cultﬁred with stromal cells
producing wingless-related MMW integration site 4 (Wnt4), or upon in vivo exposure to
oncostatin M whoée signaling pathway intersects with Wnt. Thus, supplying Wnt signals
to ¢-Kit“IL-7Ra.” progenitors may be sufficient to transform the LN into a primary T-
lymphoid organ. These data prbvi.de unique insights into ’the essence of a primary T
lymphoid organ, and into how a cryptic extrathymic T cell development pathway can be

amplified.
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Introduction

In all animals with an adaptive immune system, the thymus is the primary lymphoid
organ for T cell development and no other organ can compensate for defective thymic
function." This is problematic considering that progressive thymus atrophy ultimately
affects all ageing subjects and can even impinge on younger subjects affected by several
serious illnesses.”* A key question that has baffled immunologists for forty years is the
nature of the signals provided by thymic stromal cells that are necessary and sufficient for

T cell development.’

Strikingly, recent studies héve shown that a bone marrow stromal cell line
ectopically expressing the Notch ligand Delta-like-1 (OP9-DL1) acquired the capacity to
" induce the differentiation of hematopoietic progenitors into functional T cells in vitro.®’
A startiing and important implication is that the three-dimensional thymic
microenvironment and the presence of thyinic epithelial cells are not essential for T.cell
development.® Thymus-independent T cell development can also take place in vivo.*"°
Thus, using transgenic mice bearing a green fluorescent protein (GFP) gene placed under
the control of the RAG2. promoter, Guy-Grand et al.’ showed that T lymphopoiésis
occurred in lymph nodes (LNs) and less in the Peyer’s pafches of athymic mice. This
cryptic T cell development pathway however generates only limited numbers of matﬁre T
cells.” Unexpectedly, signals transmitted by the leukemia inhibitory factor (LIF) receptor

following prolonged exposure to mouse LIF or bovine oncostatin M (OM), amplify the

cryptic LN T-lymphopoietic pathway and transform the mouse LNs into primary T-
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lymphoid organs.'""'® Thus, about 215 x 10° Thyl*CD4*CD8* céils are present in the
mesenteric LNs of 12-week-old 1ckOM transgenic mice that exbress the OM transgene
under the control of the proximal lymphocyte protein tyrosine kinase (Ick) promoter.'”
Studies of OM-transgenic mice showed that ‘this extrath}'/mic pathway is thymus
independent, generates functional T lymphocytes and is regulated by a cyclooxygenase-
2-dependent proliferation of high endothelial venules.'®'” The goal of our work was to
determine why LNs are normally unable to support T cell development and how OM can
alleviate this defe;ct. We surmised that such knowledge would provide invaluable
inforrhation on the essenée of a prlmary T-lymphoid organ, that is, how stromal cells

regulate crucial early steps in T cell development.
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Materials and Methods

Mice
C57BL/6] '(B6) mice were purchased from The Jackson laboratory (Bar Harbor, ME).

LckOM transgenic mice on a C57BL/6] background have been previously described.'*'?

Flow cytometry énalysis .alid cell sorting

_The following antibodies were used: biotin and PE-Cy7 anti:CDSOL (53-6.7), biotin anti-
CD8P (53-5.8), APC-Cy7 anti-CD4, biotin anti-NK1.1 (PK136), biotin, APC and FITC
anti-TCRB (H57), biotin anti-TCRy8 (GL-3), FITC and_PE anti-CD44 (IM7), biotin,
APC-Cy7, PE and APC anti-CD25 (PC61), biotin mouse lineage panel [CD3e, CDI 1b,
CD45R/B220, Ly6C, Ly6G (GR-1), TER-llQ/erythroid cells (Ly-76)], purified anti-
CDi27 (IL-7Ra, A7R34) detected with goat anti-rat FITC, APC anti-CD117 (c-Kit,.
238), FITC anti-CD24 (HSA), Pe-Cy5 and PE anti-Sca-1 (E13-161.7), FITC anti-BrdU
(3D4) with its isotype control (MOPC-21), FITC anti-Bcl-2 (3F11) with its’ isotype
control (A19-3). Biotinylated antibodies were detected with streptavidin PerCP or PE-
Cy7. Anti-CD127 was purchased from eBioscience (San Diego, CA) and other antibodies
mentioned above as.well as A'nnexin V-FITC wer_e purchased from BD Pharmingen (San
Diego, CA) and Cedarlane Laboratories (Hornby, ON, Canada). Polyclonal purified anti
Phospho-Stat3 (Tyr705) (Signaling Technology; Beverly, MA) was deteqted with FITC
goat anti-rabbit IgG F(ab)2 (Abcam; Cambridge, MA). Intracellular staining was done as
previously described for BrdU®, TCRB and Bcl-2*, and Phospho-Stat322.‘Cells were

analyzed on a FACSCalibur flow cytometer using CellQuest software and sorted on a
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FACSVantage SE system with FACSDiVa option (BD Biosciences, San Jose, CA). To
preserve cell integrity and avoid loss of rare cell subsets, electronic sorting was done -

without preliminary cell depletion. The purity of sorted cell populations was above 98%.

RT-PCR analysis

RNA was prepared from cells sorted in frizol reagent (Invitrogen; Burlington, ON,
Canada) followed by chloroform extraction and RNA precipitation following the
manufacturer’s instructions. We perfoﬁned RT-PCR with Qiagen OneStep RT-PCR Kit.
Previously described RT-PCR condit.ions and primers were used for Hpri, Rag—l,’ Yer
preTa, and CD3e » Primers and annealing temperatures were for HES-1: (forward) 5°-
GCCAGTGTCAACACGACACCGG-3°, (reverse) 5-
TCACCTCGTTCATGCACTCG3’ (66°é); and for Deltex]: (forward) 5’-
CACTGGCCCTGTCCACCCAGCCTTGGCAGG—S ' (reverse) 5°-
GGGAAGGCGGGCAACTCAGGCCTCAGG-3° (55°C). Negative controls were

performed in all assays (water and no RT).

Quantitative RT-PCR
Lymphoid cells were separated from stromal cells by mechanical mashing of lymphoid

organs through a cell strainer as described.'®**

mRNA was extracted in trizol reagent and
reverse transcription was carried out. using SuperScript Il RNaseH Reverse Transcriptase
(Invitrogen). Real-Time RT-PCR was performed with an ABI Prisin Sequence Detection
System 7700 (Applied Biosystems; Foster City, CA), using TagMan Universal PCR

Master Mix (Applied Biosystems). Triplicate wells were averaged and the target gene
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values were normalized for Hprt content. We used specific primers and probes (TagMan

. gene expression assays) from Applied Biosystems.

T cell progenitors and OPY cell cocultures

DNI ‘and DN4 Lin progenitors were sorted according to surface expression of CD44, c-
kit and Scé-l. Unless stated otherwise, sorted cells were seeded at 4x10* cells/well onto
24-well tissue plates containing a confluent monolayer‘ of' OP9 cells transfected with
constructs encoding (1) GFP alone; (ii) GEP and DL-1; or (iii) GFP, DL] and Wnt4.
Wnt4 plasmid (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY) transfection of OP9 DL-1 cells
was carried out using FuGene 6 (Roche Biochemiéals, Rotkreuz, Switzerland) according
to manufacturer’s instructions. All éo-cultgres were performed in the presence of IL-7
and FIt3L (Peprotech, Rocky Hill, NJ).® Cocultures were harvested by forceful pipetting

~ at the indicated time points and stained for flow cytometry analysis.
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Results

Lymphoid progenitors committed to the T lineage are present in the LNs
The least mature thymocytes are termed DN1 cells and express a LinCD44'CD25™ -~
surface phenotype. Two subsets of DNI thymocytes '.can generate T lymphocytes: c-
Kit"IL-7Ro early thymic progenitors (ETPs) and é-Kitl°IL-7Ra+ common lymphoid
progenitors (CLPs).”° Thymocytes subsequently go through DN2 (CD44°CD25"), DN3
(CD44'CD25%), and DN4 (CD44°CD25") stages before giving rise to CD4"CD8" double- -

positive T cells.

LNs' can support in situ generation of mature single—positive (SP) T cells
following intravenous injection of DN thymocytes but not of hematopoietic stem cells
into athymic hosts.>’ This means that the lack of T cell development in the LNs under
normal conditions is due to the failure of LNs to attract T cell progenitors or to support
some early event at the DN stage. To discover the early step in T cell development that
occurs in the thymus and the OM-transgenic LN but not the wild-type (wt) LNs, we first
analyzed populations of lineage-negative (Lin’) cells in these organs. All analyses of LN
ceils in this work were performed on mesenteric LNs. We discriminated three subsets of
DNl phenotype cells according to the level of c-Kit expression (negative, low of high)
because pfevious reports showed that this marker identifies cell subsets with different T
cell progenitor pote:ntia1.26'28’32 Overall, DN1 phenotype cells were present iﬁ similar
numbers in the thymus and wt LN and were more abundant in the OM’ LN (Figure 1A-
B). However, notable discrepancies were found among DN1 cell subsets in the three

organs. Strikingly, c-Kit" DNT1 cells were present exclusively in the thymus (Figure 1C-
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- D). In contrast, c-Kit” and ¢-Kit" DN1 phenotype cells were more abundant in the wt LN
than the thymus, and evén more so in the OM" LN (Figure 1C). Furthermore, arhong c-
Kit® DN1 cells, the percentage of Sca--l+ elements was lower in the wt and OM" LN (~
19%) than in the fhymus (~ 38%) (Figure 1D). The vast majority of ¢-Kit and c-Kit"
thymic and LN DN cells were IL-7Ro." whereas thymic c-Kit" cells were IL-7Ra (data

not shown).

Relative to the thymus, wt and OM" LN showed an increased proportion of cells
bearing a pre-DN2 phenotype (CD44CD25") (Figure 1A). Detection of HES-1, Deltexl,
Rag-1 and CD3e transcripts indicates.that DN1 and pre-DN2 subsets in wt and OM* LN

_ contain cells committed to the T lineage (Figure 2A-B). DN2 and DN3 cells were
practically undetectable in wt LNs, yét cells with a DN4 phenotype were present (Figure
1A-B). At the population. level, the transcriptome of “illegitimate” wt LN DN4 phenotype
cells was not identical to that of genuine thymic DN4 cells, as shown by differences in
levels of Rag-1, Ptcra, and HES-1 transcripts (Figure 2E). However, at least some o'f the
“illegitimate” DN4 phenotype cells iﬁ the wt LN were committed to the T lineage: i) they
contained CD3e transcripts (Figure 2E), ii) about 19%. expreséed intracytoplasmic TCR]
chains (Figure 2F), and iii) when cultured for 7 days ’in.the presence of OP9-DL1 stromal
cells, which can support all stages of T cell development, wt LN-derived DN4 cells
generated CD4'CD8" and single-positive TCRB+ T cells (Figure 2G). In contrast to the
wt LN, the numbers of cells with DN2, DN3, and DN4 phenotype were similar in OM"
LN and thymus (Figure 1B). Furthermore, DN2, DN3, and DN4 cells in the OM* LN

were similar to those in the thymus with regard to the levels of several transcripts and
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expression of the c-Kit protein (Figure 2C-E). The solé difference between thymic and
OM" LN DN cells was the lower proportion of DN4 cells with rearranged TCRP chains

in the the OM" LN (Figure 2F).

Two major points can be made from these data. First, Lin‘c-KithiIL-7Ra' DNI1
cells, whose phenotype correspon&s to that of E:TPSZ6, are present exclusively in the
thymus. A corollary is that, at least in the OM" LN, mature T cells can be produced in the
absence of c-KithiIL-7Ra' DN1 cells. This extrathymic pathway is truly thymus
independent as shown in athymic mice reconstituted with OM transgenic fetal liver or
injected with OM. #1318 Second, accumulation of pre-DN2 cells in wt and OM" LNs, and
emergence of DN2 and DN3 cells in oM" bﬁt not wt LNs suggest that failure of wt LN to
support T cell development is due to a blockade of the DN1 to DN2 transition that is

alleviated in the OM' LN.

Proliferation of DN cells

In the thymus, DN cells proliferate extensively, particularly at the DN2 and DN4 stages.20
To analyze the proliferation of DN cell subsets in the thymus and LNs, BrdU was
injected intraperitoneally, mice sacrificed 40 min later, and cell cycle status was
determined by staining with anti-BrdU antibody and 7AAD.* In addition, the proportion
of apoptotic cells was estimated by annexin V labeling. As opposed to their thymic
couhterparts, all DN phenotype cells in the wt LN were arrested at the G; phase of the
cell cycle with virtually no cells in S phase (Figure 3A). In the OM' LN, the percentage

of cells in S phase was similar to thymocytes for DN1, DN2, and DN3 cells, but



56
significantly lower for the pre-DN2 and DN4 subsets (Figure 3A). Among DN cells in

the wt LN, lack of proliferation was correlated with higher proportion of apoptotic cells

compared to the thymus and the OM" LN (Figure 3C).

. Since DN1 cells found in lymphoid organs are heterogenec;us (Figure 1D), we
sought to provide a more accurate estimation of their mitotié behavior by assessing BrdU
incorporation in cell subsets expressing different levels of c¢-Kit (Figure 3B). In the
thymus, BrdU" DN1 cells were mainly found in the c-Kit"® and c-Kit™ cell subsets (Figure
3B). In contrast, BrdU incorporation by DN1 cells in LNs was independent of c-Kit level,
being of similar and relatively modest magnitude émong ¢-Kit"® and c-Kit" cells, and
increased about two-fold in OM" relative to wt LN (Figure 3B). Thus, cell cycle status of
DN cells was correlated with c-Kit expression in the thymus but not wt or OM' LN. The
low level of BrdU incorporation among c¢-Kit*® DN1 cells in the LNs relative to the
thymus suggests that the LN stroma fails to provide either Kit ligand or another signal

that promotes proliferation of ¢-Kit'° DN1 cells in the thymus.

Key differences between thymus and LN stroma involve Wnt proteins

The data in Figure 1 show that failure of wt LN to support T cell development is due to
an inability to complete the DN1-to-DN2 transition. This defect is largely alleviated in
OM" LN. T cell development is however not entirely thymus-like in the OM" LN where
accumulation of pre-DN2 cells and relatively low proliferation of DN4 pheno&pe cells
were found. Signals required for the development of thymocytes at the DN1-DN2 stage

are initiated by key ligands that control proliferation and survival (IL-7, kit ligand, and
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34-39

possibly Wnt proteins) and T cell lineage' commitment (Delta-like Notch-1

ligands)***!. Expansion of the DN4 cell subset depends on expression of the pre-TCR (at
the DN3 stage), which has no ligand, an_d is probably enhanced by Wnt signals.”?***
We therefore performed quantitative real-time RT—PCR‘ on the stroma of lymphoid
organs to evaluate the expression profile of IL7, Kit ligand, Delta-like proteins, and 6
Wt proteins which are normally present in the thymus.***” We also assessed expression
of the fms-like tyrosine kinase-3 ligand (ﬂt.éL) cytokine gene, because, although it is not
essential for T cell development, it may influence the proliferation and survival of

lymphoid progenitors.‘m’49

We found Ano deficit of the following transcripts in the wt LN relative to the
thymus: IL-7, Kit ligand, flt3L, Delta-like-1 and -4, Wntl, Wnt7a, Wntl0a and Wntl0b
(Figure 4). Furthermore, none of these transcripts was more abundant in the OM"
_compared to wt LN. However, two salient differences were observed between the thymus
and LNs: Wnt4 and Wnt7b transcripts were pfesent in the thymus [as previously
reported*®*’] but absent in the LNs. (P < 0.001 and P < 0.005, respectivei§) (Figure 4).
Although we cannot formally exclude that lack of Wnt7b in the LN may be bioiogically
relevant, we elected to focus our atten;[ion (and_ culture experiments described in the last
_paragraph of “Results”) on Wnt4 for the following reasons: 1) Wnt4, which regulates
FoxNI expression, is the most abundantly ’expressed Wnt family member in both
embryonic thymic epithelium as well as mature thymic cortical epithelium*®*’; i) aside
from Wntl, Wnt4 is the only Wnt protein for which a role in fhymopoiesis is supported

36,50

by experimental evidence™, and iii) OP9-DL1 stromal cells which can support all steps
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of T cell development express Wnt4 but not Wnt7b (Figure 4). Stromal fractions may be
contaminated by a few adherent lymphoid cells.'®** Evaluation by quantitative RT-PCR
of Wnt4 transcripts in thymus lymphoid and stromal fractions confirmed that stromal
cells were the main if not the sole site of Wnt4 transcription in the thymus. (data not
shown). Lack of Wnt4 in the LN could be pivotal sincé T cell development in the LNs
(Figure 1A and 3A) is impaired at two stages where Wnt signals have been proposed to
influence thymocyte development®***: expansion of the DN2 and of the DN4
compartments. Lack of Wnt4 protein in the LNs could provide a’ parsimonious

explanation for both defects.

Wnt and LIF/OM signaling pathways in DN phenotype cells.

Wnt signéling is compléx: there are 18 Wnt proteins in the mouse, and their target genes
differ among various cell types.51’52 The transcriptional response specifically elicited by
discrete Wntvproteins, particularly Wnt4, has not been fully characterized in immature T
cells. To discover whether and th lack of Wnt signals could hamper T cell
develobment, we used quantitative PCR to study the expression of génes that have been

both implicated in thymocyte development®’>"

and shown to be regulated by Wnt
signals in various cell types®™***®, We performed these studies in the two subsets of DN
phenotype cells that are present in significant numbers in both the thymus and wt LN,
that is, DN1 and DN4 cells (Figure 1A-B). Wnt signaling promotés cell proliferation by
increasing transcription of ¢-myb, c-myc, and c-fos, and decreasing that of junB. Key

downstream events include induction of cyclin D2 by c-myc™, and repression of two

cyclin-dependent kinase inhibitors (pI6™%* and p21°P""*4F!y that are induced by junB
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and repressed by c-fos®*®'. In line with this, transcript levels of c-myb, c-myc, and cyclin

6INK4a JClpI/WAFI

D2 were lower whereas those of junB, pl ;and p2 were higher in wt LNs
compared to thymus DN cells (Figure 5A,E). However, c-fos levels were not deﬁciént in
the wt LN relative to thymus DN1 cells (Figure 5A). Thus, aside from c-fos levels,
transcript proﬁlgs provide consistent albeit indirect evidence for a dearth of Wnt signals
in DN cells from the wt LNs relative to the thymus. This suggests that in DN cells, W;1t4

(and possibly Wnt7b; Figure 4) signals may have a nonredundant effect on genes such as

© ¢-myb, c-myc, and junB, but are not essential for induction of c-fos.

Bovine OM binds only to the LIF receptor in mouse.'' "> While extrathymic T cell
development in OM-transgenic mice must Atherefore be induced by OM binding to the
LIF receptor, it has not been determined whether this interaction occurs specifically in
immature T cells. To address this, we studied the three subsets of DN phenotype cells
present in both the wt and OM+ LNs (DN1, pre-DN2, and DN4; cf. Figure 1A-B). Signals

from the LIF receptor partially overlap with those induced by Wnt signaling® and have a

-INK4, ipl/WAF. 63-6
6 a’ pz]Clp[ ) 3 5'

similar impact on transcription of c-fos, junB, pl and c-myc
Comparison of transcript levels in the OM" relative to wt LNs supports the idea that OM

signals in DN cells from the OM" LN compensate for the lack of Wnt signaling: levels of

6INK4a J'C:p[/WAF[

c-fos and c-myc were higher while those of junB, pl , and p2 were
~decreased in DN cells from the OM' relative to the wt LNs (Figure SA,C,E).
Supplementary evidence for OM signaling®®®’ in DN cells from the OM* LN included
up-regulation of Bcl-2 in DN1 and pre-DN2 cells (Figure 5B,D), of Bel-xi. in pre-DN2

‘cells (Figure 5C), and of phosphor-STATS3 in pre-DN2 and DN4 cells (Figure 5D,F).
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In vitro differentiation of ¢-Kit" and c-Kit" progenitors

We next asked whether culture with stromal cells expressing Wnt4 could allow DN1
phenotype cells from the LNs to uﬁdergo T lineage differentiation. OP9-DL1 express
Wntd, albeit at lower levels than'thymic stromal cellé (Figure 4). Thus, we cultured ‘the
following su‘bsets of DN1 phenotype cells in the presence of OP9-DL1 stromal cells: c-
Kit" (Sca-1%) cells from the thymus, as well as the Sca-1" and Sca-1* subsets of c-Kit and
c-Kit" cells from the thymus, wt LNs,‘ and OM" LNs. As expected, for all cell subsets |
tested no development toward the T lineage was observed in presence of OP9 ce_lls, that
1s, in the absence of the Notch ligand Delta-like 1 (data not shown). In presence of OP9-
DL1 cells, T cell differentiation was observed with thymic c-Kit" cells, and ¢-Kit°Sca-1*
cells from the three lymphoid organs (Figure 6B). In c'ontrast; no T cell differentiation
(appearance of DN2 phenotype cells) was observed with c-Kit'Sca-1", c-Kit'Sca-1", and
4c-Kit'°Sca-l’ subsets (data not shown). Interestingly, the behavior in culture of ¢c-Kit and
c-Kit"® cell subsets was not influenced by their site of origin (thymus, wt LNs or
OM+LNSI; Figure 6). Consistent with prévious studies®®, c-KitM (thymic) DNI cells
cultured with OP9-DL1 cells proliferated extens}ively, generated DN4 cells after 12 days
(Figure 6B) and CD4 CD8" as well as SP T cells after 18 days (data not shown). In
' ,comi)arison with ¢-Kit" DNI1 cells, ¢-Kit°Sca-1"DN1 cells (from fhe thymus or LNs)
showed two deﬁ.cits: i) in terms of absolute numbers, they accumulated to lower levels on
day 7 and 12 (Figure 6C); and ii) their progeny showed a very low proportion ‘of DN4
cells on day 12 (Figure 6B). Furthermore, c-Kit°Sca-1* differed from ¢-Kit" DN1 thymic
cells in that only the former generated éubstantial numbers of CD.19+ B cells when

cultured on OP9 cells (Figure 6A). Thus, when cultured with OP9-DL1 cells, ¢-KitSca-
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1" DN1 cells from the thymus and LNs progress well up to the DN3 stage, but expansion

of their DN4 cell progeny is limited.

The OM transgene is under the control of the Ick proximal promoter in 1ckOM
mice. Expression of the Ick prbximal promoter is up-regulated in DN3 cells and rémains
substantial in DN4, CD4*CD8* and SP T cells.® Thus, a plethora of T—linea}ge cells
produce OM in the 1ckOM LN."*'7 In contrast, when c-Kit°Sca-1" DN1 .cells from
IckOM LNs were plated on OP9-DL1 cells, their initial development took place in the
absence of OM-producing cells. Thus, .they did not fare better than ¢-Kit'°Sca-1" DN1

cells derived from wt LNs (Figure 6B).

OP9-DLI1 stromal cells express only low levels of Wnt4, about 15% those of the
thymus stroma (Figure 4). We therefore engineered OP9-DL1 cells expressing levels of
Whnt4 transcripts similar to the thymus (data not shown), and tested their ability to support
the development of c-Kit°Sca-1" LN DNI1 phenotype cells. Provision of thymus-like
amounts of Wnt4 by OP9-DL1 stromal cells (OP9-DL1-W4 cells) increased by three-fold
the percentage of DN4 cells generated from c-Kit°Sca-1" LN DNI1 cells on day 12
(Figure 7A). Moreover, overexpression of Wnt4 on stromal cells allowed c-Kit"°Sca-1*
LN DNI cells to generate TCRap single-positive T cells as early as day 12 of culture
(Figure 7A). By contrast, no SP T cells were prodﬁced when ¢-Kit'°Sca-1" LN DN1 cells
‘were cultured for up to 25 days .with OP9-DL1 stromal cells (data not shown). In additionA
to enhancement of DN4 cells expansion, Wnt4 may regulate differentiation events

downstream of the DN4 stage since it induced a modest but reproducible shortening of
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the‘ time required for transition from the DN4 to single-positive phenotype (Figure 7B).
Thus, increased expression of Wnt4 on OP9-DL1-W4 cells was sufficient to allow LN c-
Kit°Sca-1" cells to generate mature T cells. DN1 cells plated on OP9-DL1-W4 cells
A generated more CDS8 than CD4 T cells (Figure 7A) because OP9 cells express MHC class
I but do not express MHC class I1.° That CDS‘T‘cells were not favored when DN4 cells
were cultured with stromal cells (Figure 7B) probablyvreﬂects the fact that some DN4

cells had initiated positive selection on MHC class I in vivo.%
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Discussion

It has previously been shown that two types of Lin'Sca-17 progenitors can generate T
cells in the thymus: c¢-Kit"IL-7Ra” and C-KitIOIL-7R(1+.25 27 We report herein that these
progenitors fail to generate T cells in the wt LN for different reasons: c-Kit"IL-7Ra are
absent in the LNs, while c-Kit“IL-7Ra* are present but cell cycle arrested (Figure 10).
Considering that the relation between c-Kithi.I'L-7Rd’ and c-Kit°IL-7Ra* DN1 cells is -
unclear’®?’, the absence of c-KjthiIL-7.Ra' DN1 cells in the wt and OM" LNs means that
LNs either fail to attract these progenitors or fail to support their in sifu generation from
c-Kit or c-Kit"® cells. On the contrary, ¢-Kit°IL-7Ra* are more abundant in the wt LNs
than the thymus and even more so in the OM’ LNs (Figure 1C)_. Nevertheless, full
differentiation of C-KitIOIL-7R(1; progenitors cannot take place in the wt LN because of
the abs’ence of signals that may be provided by Wnt4 (and possibly Wnt7b) in tﬁe thyrhus
and by OM in thg OM-transgenic' LN. Accumulation of Lin’c-Kitl°IL-7Ron+ cells in OM"
LNs appears to be a local phenémenon because we found no increase of Linc-Kit°IL-
7Ra* cell numbers in the bone marrow of OM" mice (data not shown). It is tempting to
speculate that accumulation of Linc-Kit°IL-7Ra* cells may be related to the
proliferation of high endothelial venules found _in.OM_+ LNs.'® A corollary warranting
further investigation is that LN high endothelial venules might express a unique .ligand
important for homing of Linc-Kit°IL-7Ra* progenitors. All analyses of LN cells in this
work were performed on mesenteric LNs. However, our data can probably be géneralized
to other LNs inasmuchAas extrathymic T cell developmeht in OM-transgenic mice was

found not only in mesenteric but also in cervical and axillary LNs. "
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This work strongly suggests that in the wt LN the T lineage differentiative
potentiél of Linc-Kit°IL-7Ra" cells is thwarted by the absence of Wnt signaling. First,
Lin" DN cell subsets in the wt LN are characterized by three features reported in the
thymus of mutant mice with disruption of the Wnt signaling pathway: blockade of
DN1—DN2 transition with. accumulation of pre-DN2 cells (Figure 1), presence of
"illegitimate” DN4 cells in absence of DN2 and DN3 cells (Figure 1), and cell cycle
arrest of DN4 cells (Figure 3). Indeed, transcription facto‘r Tcf-1 is essential for DN1
thymocyte to reach the DN2 stage, and accumulation of pre-DN2 cells has been reported
in the thymus of mice with impaired GTPase Rho or c-Kit signaling (Gfil”).”*"!
Moreover, illegitimate DN4 cells were found in the thymus of ¢-Kit deficient (Vickid)
and FoxNl-mutant mice, and non cycling DN4 cells were. reported in Brg-deficient
mice.**"* The common link among Tef-1, GTPase Rho, ¢-Kit, Brg, and FoxN1 is that
they are involved in Wnt signaling.***>*"”* Second, among key iigands that are produced
by stromal cells and that can regulate early steps of T cell development, Wnt4 and Wnt7b
were the sole transcripts that were deficient in the LNs relative to the thymus (Figure 4).
Third, expression profiling (Figure 5) incriminates deficient Wnt signaling as a'plausible
explanation for the proliferative defect of wt LN relative to thymus DN cells (Figﬁre 3).
Fourth, when cultured with OP9-DL1 stromal cells expressing thymus-like levels of Wnt4,
wt LN Linc-Kit°Sca-1"IL-7Ra" progenitors generate SP T - cells (Figure 7).
Nevertheless, generation of Wnt transgenic mice will be essential to directly evaluate
whether T-cell development in the LN is normally hampered solely by the lack of Wnt

signals.
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In wt mice, LNs fail to support T cell development primarily because they are
unable to sustain the DN1 to DN2 transition. This. (iefect is largely but not completely
alleviate(i in OM"™ LNs (Fig. 1A, 5A). Additional studies are therefore needed to define
more .precis‘ely events downstream ef Wnt and OM/LIF signaling that influence fhe
development of early lymphoid progenitors. Studies in other cell types suggest that
OM/LIF signals partially overlap with Wnt signals and have a similar impact on

Cipl/WAFI
,p21-*

transcription of c-fos, junB, p16™** and c-myc.®° Howevet, only Wnt may

sustain expression of the transcription factors Oct-3/4, Rex-1 and Nanog.®*

In contrast to c-Kit°IL-7Ra" cells, thymiC~.c-KithiIL-71§a_ cells did not require
high levels of Wnt4 to generate T cells in vitro (Figure 6). Two possibilities could explaie
this unexpected discrepancy between the two types of progeniters: c-Kif‘iIL—7Ra' cells
do not require Wnt signals or they can use Wnt ligands other than Wnt4. Considering the
great controversy ever the involvement of Wnt signaling in T cell development®®*°°%, |
both scenarios must be considered perfectly plausible. Notably, our in vitro culture data
support the growing consensus that the proliferation rate and T cell generation potential
of thymic ¢-Kit"IL-7Ra” are unmatched by other DN1 cell subsets.?** Major questions
are why c-KithiIL-7Rq_ cells are found only in the thymus and whether these cells could
generate T cells as efficiently in the LN as in the thymus. Nonetheless, one concept

emerging from our work is that, in stark contrast with what is seen in the thymus, T-cells

production in the LNs occurs in the absence of c-Kit"IL-7Ra” cells. This raises the
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interesting question of whether progenitor type (c-Kit“IL-7Ra” vs. c-Kit°IL-7Rat%)

influences the behaviour and function’of their T cell progeny.

Whether they were from the thymus or LNs, c-Kit°Sca-1'IL-7Ra’ populations
had the same behavior when cultured in vitro (Figure 6). Their phenotype and their
ability to generate T and B cells suggest that they are closely related to bone marrow.
CLPs™*, though clonogenic assays would be required to:formally demonstrate that these
populations contain bipotent precursors of T and B cells. Of note, CLPs injected to
athymic hosts were recently shown to rapidly generate functional CD8 T in elusive
extréthymic sites.”* The present study suggests that the LN is a primary (if not the sole)
site. where CLPs can generate T cells. Furthermore, coupled to the present work,
demonstration that high numbers of extrathymic CD4 SP cells are produced in the OM"
LNs'*!¢ indicates that CLP-phenotype cells can generate not only CD8, but also CD4 T
cells in a thymus-independent fashion. Demonstration that the T-cell generation potential
of CLP-phenotype cells is dramatically amplified by Wﬁt4 could be relevant for
treatment of subjects with T cell l)nfmphopeni'a, considering the recent demonstration that
CLP-derived T cells can protect against lethal murine cytomegalovirus infection.”
Cauﬁon is always warranted when extrépolating data on mouse hematolymphoid
precursors to human.” Nevertheless, the high level of conservation of the Wnt pathway
and the 98% amino acid identity between mouse and human Wnt4 suggest that our data
on Wnt4 may apply to human. The use of Wnt4 protein could therefore have a valuable
role in developing ex vivo culture systems for generating therapeutically relevant

numbers of T lymphocytes from extrathymic lymphoid progenitors.
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Figure Legends 4 -

Figure 1. LNs contain heterogenepus subsets of Lin” DN cells. (Aj To estimate the
proportion of cells with DN1-DN4 phenotype, lymphoid cells from the thymus, wt LN
. (
and OM"™ LN were stained for CD25, CD44, and lineage markers (CD3¢, CD8a, CDSp,
CDI 1b, CD45R/B220, Ly6C, Ly6G, NK1.1, TER-119, TCRB, and TCRy). Numbers in
the various quadrants correspond to percentage of Lin™ cells stained with CD25 and CD44.
(B) Number of cells with DN1-DN4 phenotype in the three lymphoid organs -(mean +
SD; n = 3). (C) Number of c-Kit", ¢-Kit"°, and c-Kit" DN1 phenotype cells per 10°
lymphoid ceils. Gated Lin CD44"CD25™ cells were stained for c-Kit (mean + SD; n = 3).
" No DN1 phenotype c-I.(ithi cells were detected in the wt and OM+ LNs (*). (D)
Expression of ¢c-Kit on DN1 phenotype cells (Lin"CD44*CD25), and of Sca-1 on both c-
Kit" and c-Kit" subsets are shown for each organ. Numbers correspond to percentages of

cells in each quadrant. Data panels A and D are representative of one experiment out of

three.

Figure 2. LNs contain lymphoid progenitors committed to the T lineage. RT-PCR
analysis of DN1 (A), pre-DN2 (B), and DN4 (E) cells sorted from wt thymus, wt LNs
and OM" LNs. One step RT-PCR was done on the same mRNA samples for transcripts of
interest and Hprt. (C) c-Kit expression on DN2 and DN3 subsets from wt thymus (dotted
line) and QM+ LN (solid line). Intracellular TCRB (icTCRP) chain expression in DN3
(D) and DN4 (F) subsets. (G) Sorted DN4 cells (10°; Lin'CD8 CD44 CD25) harvested

from wt LNs were co-cultured on OP9-DLI cells and analyzed for T-cell development
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after 7 days of in vitro culture. Numbers indicate cell population percentages. In panels F

and G, dotted lines represent staining with isotype control antibodies.

Figure 3. Survival and pi'oliferation of Dﬁ cells are impaired in wt LN. (A) Analysis
of cell cycle status of DN phenotype cells. Forty min after injection of 1 mg BrdU
intraperitoneally, mice were killed, and cells were stajned with 7AAD and antibodies
against BrdU, CD25, CD44 and lineage markers. Numbers correspond to the percentages
of cells in the Gip, S, and G>+M phase of the cell cyclé. One representative experiment
out of three. (B) Lin CD44+c-Kit subsets in cycling thymocytes. Mice received two
injections (1mg each) of BrdU at 2-hour intervals. Twenty-four hours later, prepared cells
were stained with antibodies against BrdU, CD44, c-Kit and lineage markers (which
included CD25). Numbers indicate the percentage of BrdU" cells. One rep'resentati\}e
expe;,rimentiou‘t of three._(C) Percentage of annexinV" cells in wt thymus, wt LNs, and

OM" LNs are indicated in the graphs.

Figure 4. LN stroma lacks Wnt4 and Wnt7h transcripts. mRNA expression profile of
selected genes in the stroma of wt thymus and LNs, OM" LN, and OP9 DL-1 cells.
mRNA values where normalized accord&ng to Hprt and thymic stroma mRNA levels
were set as 1. Data are mean = SD from three or four independent experiments (*'
indicates no detectable mRNA after 50 amplification cycles). Differences between groups
were evaluated With Student ¢ test. Levels of statistical significance for comparisbn of wt
thymus vs. wt LNs are ¥ P < .04, § P<.005, and } P < .0001. f Levels of DL-1

transcripts for OP9 DL1 cells (715 + 55) are not shown on the graph.
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Figure 5. LN DN cells show distinct gene expression profiles. Real-time RT-PCR
assays and FACS analysis ﬁeasuring gene and protein exprlession in DN1 (A-B), pre-
DN2 (C-D), and DN4 (E-F) cells sorted from lymphoid organs. The mRNA levels of the
wt thymus for DNI (A) and DN4 (E) cells, and of wt LN for pre-DN2 (C) cells were set
as 1. Hprt mRNA levels were used to normalize cDNA content among subpopulaﬁons
(A,CE). Daté are mean + SD from three independent experiments. Differences between
groups were evaluated with Student 7 test. Levels of statistical significance for
comparison of wt thymus vs. wt LNs are *P <-.02 and **P < .003, and for comparison of
wt LNs vs. OM" LNs, tP < .04, 1P < .008, and t1t1P < 0.001. Intracellular staining for
Bcl-2 and phospho-Stat3 (P-Stat3) proteins was done (B, D, F) on wt thymus (solid black |
line), wt LNs (gray shaded histograms) and OM’ LNs (solid grey line) DN cells.

Secondary antibody was used as a negative control for P-Stat3 staining (dotted line).

Figure 6. c-Kit" and c-Kit" progenitors display different differentiation potential
when grown on OP9 and OP9-DL1 cells. The following subsets of Lin'CD44'CD25"
DNI1 cells were slorted: c-Kit°Sca-17 cells from the thymus, wt LNs and OM" LN, and c-
Kit"Sca-1" cells from the thymus. These DN1. cell populations were plated on confluent
monolayer of (A) OP9 célls or (B) OP9-DL1 cells, and analyzed by flow cytometry at the
indicated time points. Fold expansion was measured by dividing the number .of cells
harvested by the number of cells initially plated. The analysis is of one representative
experiment out of three.

o
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Figure 7. LN c-Kit" progenitors can complete T cell .development when grown on
stromal cells transfected with Wnt4 (OP9-DL1-W4). (A) Sorted DN1 cells (4x103;
Lin'CD44"CD25 Scal*c-kit"®) from wt LNs were plated on 6-well tissue culture plates
containing a confluent monolayer of OP9-DL 1 cells transfected or not with Wnt4, and
analyzed by flow cytometry after 12 days in culture. (B) Sorted DN4 cells (10°; Lin’
CD44'CD25’) harvested from wt LNs were co-cultured on OP9-DL1 or OP9-DL1-W4
cells and analyzed on day 7. Numbers indicate cell f)opulation percentages. The analysis

is of one representative experiment out of two.
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Figure 3
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SUMMARY

Wnits are highly conserved proteins involved in cell fate specification, proliferation and
survival during embryonic development. Despité important studies based on deletion or
activation of intracellular comp‘onents'of the canonical Wnt pathway, the role of Wnts in
hematolymphopoiesis remains controversial. We repoﬁ that overexpression of Wnt4 in
hematopoietic cells differentially affected diverse subsets of stem/progenitor cells. The
main effect of Wnt4 was to increase 'ghe quiescence, survival and frequency of lymphoid-
primed multipotent progenitors. Expansion of multipotent progenitors was correlated
with a major increase in thymopoiesis and a sizeable accumulaﬁon of the most immature
thymocyte subsets (upstream of B-selection). We provide compelling evidence that Wnt4
activates noncanonical (B-catenin-independent) signal_ing and that its effects on
hematopoietic cells are mainly non cell au';onomous. Our work shows that Wnt4 has a
unique ability to expand lymphoid-primed multipotent progenitors and offers a first

demonstration that noncanonical Wnt signaling may regulate thymopoiesis.
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INTRODUCTION

7 Wnts are highly conserved secreted proteins that play a crucial role in organismal
patterning throughout the animal kingdom (Clevers, 2006). Mammals.have 19 Wnt genes
that, through phylogenetic analysis, can be placed in 12 subfamilies (Nusse, 2001;
Prud'homme et al., 2002). The emergence of the Wnt subfamilies occurred very early in
metazoan evolution (Kusserow et al., 2005). The reason for the early expansion of the
Whnt family and its maintenance along multipie disparate lineages over 650 million years
remains an enigma (Gordon and Nusse, 2006). A substantial body of evidence implicates
Wnt signaling in the postembryonic regulation of mammalian stem cell. number and
differentiation (Reya and Clevers, 2005). Nevertheless, despite remarkable efforts, the
role of Wnt signaling in hematopoiesis and lymphopoiesi.s remains a most contentious
- issue (Cobas et al., 2004; Gounari et al., 2005; Staal and Clevers, 2005; Trowbridge et al.,

2006).

There is incontrovertible evidence that - ablation or induction of several
components of the Wnt pathway can affect the behavior of hematolymphoid progenitors
(Verbeek et al., 1995; Gounari et al., 2001; Reya et al., 2003; Willert et al., 2003; Duncan
et al., 2005; Gounari et al., 2005; Baba et al., 2005; Trowbridge et al., 2005; Kirstetter et
al., 2006; Schelle; et al., 2006). However, the biological relevance of these observations
and the precise role of specific Wnt proteins are debatable (Wilson and Trumpp, 2006).
Practically all studies on the role of Wnt signaling in hematolymphopoiesis have focuse(‘l‘
on intracellular components of the canonical Wnt pathway such as -B-catenin and Tcf-1, .

rather than on Wnt proteins and their cell surface receptors. That approach provides a
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biased perspectivé on the r(;le of Wnt signaling, mainly for two reasohs. Firstly,
intracellular components of the Wnt pathway (e.g., Dishevelled-1, glycogen synthase -
kinase 3B and p-catenin) interact with other signaling pathways including bone
mbrphogenetic protein (BMP), extracellular signal-regulated kinase (ERK), GTPase cell
division cycle 42 (CDC42) and transforming growth factdr B (TGFp) (Ding et al., 2005;
-Wu et al., 2006; Liu et ai., 2006). Secondly, Wnt signaling can also occur throﬁgh three
different, although not necessarily exclusive, B-catenin independent pathways. These
signals are mediated by factors as diversp as calcium/calmodulin-dependent kinase II and
brotein kinase C; TGFp-activated kinase and Nemo-like kinase; and lastly the small GTP-:
binding proteins RhoA and Rac as well as the Jun-N-terminal kinase (JNK) (Altschul et
al., 1990; Veeman et al., 2003;‘Seifert and Mlodzik, 2007). Furthermore, Wnt proteins
are not intrinsically canonical or noncanonical, and Wnt signaling output ultimately
depends on the receptor context (Mikels. and Nusse, 2006; Pukrop et al., 2006; Fathke et
al., 2006). Thus, Wnt5a can activate or inhibit the canonical B-catenin/TCF pathway
folldwing binding to Frizzled 4 and Ror2 receptors, respectively (Mikels and Nusse,
2006). To compound the complexity of Wnt-induced responses, stuldies basedl on deletion
or stabilisation of B-catenin have yielded seemingly irredeemable discrepancigs (Gounari
et al., 2001; Ioannidis et al., 2001; Xu et al., 2003; Cobas et al., 2004; Kirstetter et al.,

2006; Scheller et al., 2006).

Our goal was to evaluate the role of one specific Wnt protein, Wnt4, on adult
heinatopoiesis and lymphopoiesis. We were particularly interested in T-cell development

because all ageing mammals develop thymic involution that is due at least in part to
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quantitative and qualitative defects in hematolymphoid progenitors (Linton and
Dorshkind, 2004; Rossi et al., 2005a; Zediak and Bhandoola, 2005). We focused on Wnt4
for several reasons. Wnt4 is one of the most abundant Wnts in the thymus where it is
produced by thympcytes and stromal cells (Balciuﬂaite et al., 2002). Study of Wnt4™"
mice (fhat die of renal failure shortly after birth) suggests that Wnt4 may have a
nonredundant role in fetal thymopoiesis (Mulroy et al., 2002). Furthermore., we found
that lymph node resident hematolymphoid progenitors were able to generate mature T
cells when cultﬁred in the presence but not in the absence of Wnt4 (Terra et al., 2005;
Blais et al., 2006). We now report that Wnt4 overexpression differentially affects discrete
populations of hematopoietic stem/progenitor cells in.vivo. Wnt4 had minimal influence
on hematopoietic stem cells (HSCs). The key effect of Wnt4 was to expand nonrenewing
lymphoid-primed multipotent progenitors (LMPPs), downstream of HSCs. Expansion of
LMPPs was associated with a commensurate accumulation of Lin'®"CD117" thymocytes
and a major increase in thymic cellularity. Notably, we show that ‘Wnt4 indﬁces

noncanonical Wnt signaling in hematopoietic cells.
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RESULTS

Wnt4 Increases Thymic Cellularity

To assess the effect of Wnt4 on .hematolymphoid cells, we reconstituted irradiated
recipient mice with fetal liver (FL) cells transduced with retroviral vectors encoding
-Wnt4-GFP or GFP (Figure S1 in-the Supplemental Data available online) as previously
described (Chagraoui et al-., 2006). We evaluated multilineage repopulation by long-term
HSCs by analysis of thymus, mesenteric lymph nodes (LN), spleen and bone maﬁow
(BM) of primary recipients 16 weeks following injection (Zhao et al., 2000). Wnt4
protein expression in reconstituted chimeras was confirmed by Westem Blot (Figure S2).
Wnt4 overexpression did not affect the cellularity of secondary lymphoid organs or the
BM but induced a major (3.3-fold) increase in thymic cellularity (Figure 1A). In
recipients of Wnt4+ FL cells, the proportions of double-negative (DN), double-positive
and single-positive thymocyte subsets were normal (Figure 1C). Accordingly, absolute
cell numbers of all these cell subsets were increased relative to controls (Figure 1C).
However, further analysis revealed that in the DN compartment, the proportion of early
thymocyte progenitors (ETP; Lin'”"CD117"CD257) and DN2 (Lin""CD117"CD25")
cells was increased by 3 to 3.5-fold in recipients of Wnt4+ FL cells relative to controls
(Figure 1D). Thﬁs, the absolute numbers of ETPs and DN2 cells in the thymus was
increased by 9 to 10-fold. Downstream.of ETPs and DN2 thymocytes,‘the proportion of
DN3 thymocytes was similar in recipients of Wntd- and GFP-transduced FL cells (Figure
1D). Thus, overexpression of Wnt4 in donor FL cells led to a selective increase in thymic
cellularity of primary recipients with a disproportionate accumula';ion of the most

immature thymocyte subsets, ETPs and DN2 cells. The major increase in thymic
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cellularity of Wnt4+ relative to control recipients was not due to selective expansion of
transduced (GFP+) relative ;[o nontransduced cells. Indeed, the proportion of GFP+ cells -
was similar in both groups and was below 20% at week 16 (Figure 1B). We conclude
that, in agreement with the fact that it is a secreted protein, Wnt4 had paracrine effects on

nontransduced cells.

Wnt4 Induces An Accumulation of Two Subsets of Lin™ BM Célls

Two types of BM Lin™ cells can seed the thymus and thereby sustain thymopoiesis: LSKs
(Lin"Scal*Kit"CD1277) and the more differentiated common lymphoid progenitoré
(CLPs; Lin"Scal *Kit°CD127") (Kondo et al., 2003; Martin et al., 2003; Allman et al.,
2003; Bhandoola and Sémbandam, 2006; Bhandoola et al., 2007). We therefore asked
whether expansion of these progenitor subsets in the BM could be resinonsible for fhe
“accumulation of ETPs and DN2 cells in the thymus of mice reconstituted With Wnt4+ FL
cells. We found that the numbers of LSKs and CLPs were increased 2.8- and 2.3-fold,
respectively, in the BM of mice transplanted with Wnt4+ FL cells (Figure 2). Thus,i
although overexpression of Wnt4 did not affect global BM ce_llularity (Figure 1A), it
induced a conspicuous increase in small BM cell subsets (LSKs and CLPs) which are

precursors of thymic ETPs and DN2 cells.

Wnt4 Has A Threshold Effect on Discrete Stages of B Lymphopoiesis
Since CLPs give also rise to B-lineage cells, we next asked whether the accumulation of
CLPs induced by Wnt4 would translate into enhanced B lymphopoiesis. The various

stages of B-lymphocyte differentiation were identified using surface markers B220,
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CD43, CD24, IgM and IgD as previously described (Hardy and Hayakawa, 2001) and
depicted in Figure 3A. The mean percentage and absolute number of VB220J.r cells were _
not higher in recipients of Wnt4+ FL cells than in controls (Figdre 3B). Thus; Wnt4
overexpression did not have a major overall impact on the size of the B-lineage
- compartment. Te determine whether Wnt4 might have a more subtle or threshold effect
on B-cell development, we concentrated on the micé wfth the strongest Wnt4 expression
based on the i)ercentage of GFP+ BM cells. Wnt4™ mice had a larger proportion of their
B220" cells fn pre B 1T and immature B fractions (Hardy fractions D and E, respectively)
than control chimeras (Figure ‘3A,C) or‘ mice expressing low levels of exogenous Wnt4
(Figure_3A and deta not shown). However, Wnt4" mice did notlshow significant changes
in .sdbcompartments upstream or downstream of fractions D-E. We ‘coﬁclude that Wnt4
has a threshold effect on discrete stages of B_lymphopoiesis thatdoes not impinge on the
size of the fnature B-cell compartment in the BM (Figure 3) or in secondary lymphoid

organs (Fig.urel S3).

The Effect of Wnt4 Is Not Lymphoid—Restricted

Since LSKs‘ can generate all hematopoietic lineages, we next sought to determine
whether Wnt4-ipduced expansion of BM LSKs influenced non-lymphoid cell lineages.
Myeloid progenitor cells are found within the Lin'CD127'Scal CD1 i7(Kit)+ fraction of
the BM, and can be further differentiated based on their expression of CD34 and
CD16/CD32 (Akashi et al., 2000; Sitnicka et al., 2002). Recipients of Wnt4+ FL cells
had more Lin'CD127 Scal CD117" cells and in particuler, more CD34°CD16/CD32"

granulocyte-monocyte progenitors than control mice (GMPs; Figure 4A). This translated
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into an increase in both CD11b*Gr-1""° monocytic and CD11b+Gr-1hi‘ granulocytic
fractions (Figure 4B). Interestingly, although the size of the megakaryocyte-erythrocyte
progenitor (MEP) population was not affected (Figure 4A), we found a significant
decrease in the immature CD71" erytﬂroblasts (Socolovsky et al., 2001) .(fractions I-iII;
Figure 4C), indicating that erythroid’development was impaired by overexpression of
Wnt4. Moreover, the percentage of Wntd-expressing cells (GFP+) within the erythroid

lineage was significantly decreased as compared to the total BM population (data not

shown), suggesting that autocrine Wnt4 specifically interfered with erythropoiesis.

It is important to note that the hematopoietic overexpression of Wnt4 had little
impact on mature cells in secondary lymphoid organs (Fjgure S3) and peri_pheral blood
(data not shown). Overall, Wnt4 exerted its effects in the primary hematopoietic organ
(BM) and the primary T-lymphoid organ (thymus) where it increased the size of discrete
popﬁlatfons of myeloid and lymphoid progenitors. By far, the most dramatic effect of

Wnt4 was to increase thymopoiesis.

Wnt4 Decreases The Proportion of Cycling LSKs and Is A Survival Factor for Flt3*

LSKs

The LSK compartment contains three hierarchically related subpopule/ltio.ns: CD347FIt3”

cells enriched for long-term reconstituting HSCs, CD34 F1t3™ cells which are collectively

defined as short-term reconstituting HSCs, and FIt3" lymphoid-primed multipotent
progenitors (LMPP) (Christensen and Weissmah, 2001; Lai and Kondo, 2006; Mansson

et al., 2007). Progression from CD34 F1t3~ HSCs to F1t3* LMPPs is accompanied by
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gradual downregulation of megakaryocyte/erythrocyte associated transcripts, sustained
granulocyte/macrophage priming, and a distinct upregul_ation of common lymphoid éenes
(Ménsson et al., 2007). The fact that Wnt4 induced a relative expansion of myeloid and
lymphoid lineages over erythroid cells (Figures 1-4) suggested that Wnt4 preferenti;cllly
influenced the Flt3" fraction of LSKs (LMPPs) (Adolfsson et al., 2005; Lai and Kondo,
2006; Ménsson et al., 2007). To test this hypothesis, Flt3 staining was performed on’BM
LSKs. We found that the proportion of LSKs expressing flt3 was 26% in recipients of
Wnt4+ FL cells relative to 13% in controls (Figure 5A). Accordingly, while the number
of F1t3” LSKs was increased. 3-fold, that of Flt3" LSKs was increased 8-fold in recipients

of Wnt4+ FL cells relative to controls (Figure 5A).

Whnts have been reported to regulate proliferation and survival of the responding
cells (Reya et al., 2000; Gounari et al., 2001; Ioann{dis et al., 2001; Willert et al., 2003).
To decipher how Wnt4 augménted the size of the LSK compartment, we therefore
analyzed the cell cycle s;catus and apoptotic rate of BM Flt3” and Flt3~ LSKs. We
observed, as others have (Yang et al., 2005), that the proportion of cycling cells
(S+G2/M) was greater in FIt3* than FIt3~ LSKs (Figure 5B). Nevertheless, the salient
finding was that Wnt4 'décreased the proportion of cycling cells (S+G»/M) among both
FIt3" and F1t3~ LSKs (Figure 5B). Furthermore, we found a 4-fold reduction in the
proportion of apoptotic (Annexin-V*) FIt3" LSKs in recipients of Wnt4+ FL cells
compared to controls (Fi‘gme 5C). By contrast, no difference was seen in the relatively
low apoptotic rate of Flt3~ LSK populations (Figure 5C). Thus, Fit3" and F1t3~ subsets

shared one feature: their proportion in cell cycle was decreased by Wnt4. In addition,
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Wnt4 specifically enhanced the survival of FIt3" LSKs. We expand in the Discussion on
the fact that enhancement of quiescence and survival in FIt3" LSKs are probably linked,

. and that together they explain well the expansion of Flt3" LSKs induced by Wnt4.

The F1t3” LSK compartment contains short-term and long-ténn HSCs. However,
bona fide evaluation of HSC frequency must be based on in vivo reconstitution assays..To
address whether the increased frequency of Fl1t3~ LSKs in the BM of Wnt4+ primary
recipients (Figure 5A) translated into an increased frequency of genuine long-term HSCs,
we transplanted Ly5.2" BM cells from primary recipients under limiting dilution
conditions into irradiated secondary recipients in conjunction with 2 x 10° helper cells
(both recipients and helper cells were Ly5.1%, Figure S1) (Thprsteinsdottir et al., 2002).
The éontribution of Ly5.2" cells to lymphoid and myeloid reconstitution was then
assessed by flow cytometry in the peripheral blood of secondary recipients 16 weeks
post-transplant (Figure 5E). The frequency of HSCs was determined using Poisson
probabilities and revealed a modest increase in the BM of Wnt4+ Iprimary recipients
(1/72,000 cells) when compared to control primary recipients (1/200,000). Notabiy,
expansion of long-term reconstituting HSCs induced by Wnt4 (Figure 5E) was -

commensurate with increased numbers of FIt3™ LSKs (Figure 5A).

Thymic Cellularity Correlates with Numbers of Fit3* BM LSKs
The dominant paradigm is that two populations of BM-resident hematopoietic progenitor
cells contribute to the T-cell lineage physiologically: LSKs and CLPs (Allman et al.,

2003, Bhandoola et al., 2003; Bhandoola and Sambandam, 2006; Bhandoola et al., 2007).
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In line with that, Wnt4 overexpression expanded BM LSKs and CLPs (Figure 2) and
increased thymic cellularity (Figure 1A). Of note, expansion of ETPs and DN2
thymocytes (9 to 10-fold; Figure 1D) in recipients of Wnt4+ FL cells was commensurate
with that of BM Flt3+ LSKs (8-fold; Figure 5A), while expansion of BM FIt3~ LSKs and
CLPs was more modest (3-fold; Figure 2 and Figure 5A). When we pooled together
recipients of Wnt4+ and control FL cells, thymic cellularity. in individual mice varied
over a 10-fold range (Figure 5D). We found that thymié cellularify strpngly correlated
with the frequency of BM FIt3" LSKs but not that of BM Flt3~ LSKs (Figure 5D) or of
CLPs (R = 0.25; data not shoWn). These data suggest ;[hat expansion of BM Flt3" LSKs is

responsible for enhancement of thymopbiesis by Wnt4.

Transcriptional Térgets of Wnt4 in BM LSKs

To identify transcripts that were regulated by Wnt4, we performed quantitative real-time
RT-PCR on GFP-negative BM LSKs sorted from" Wnt4+ or control chimeras. We
focused on GFP-negative (nontransduced) LSKs because they were more abundant than
GFP+ LSKs and the effects of Wnt4 in our model were 1argely if not excllusively
paracrine (non cell autonomous) (Figure 1B). We have shown that Wnt4 induced
quieséence and expansion of FIt3™ and Flt3f’ BM LSKs, and enhanced the survival of
Flt3" LSKs (Figure 5A-C). We therefore tested 62 genes that are related to the Wnt
pathway and/or that regulate cell cycling, maintenance, survival, or early myeloid and’
lymphoid differentiation of LSKs (Staal et al., 2004; Sauvageau et al., 2004; Mansson et
al., 2007) (Table S1). Flow cytometry analysis of cell samples used in RT-PCR analyses

showed that the proportion of FIt3* LSKs was greater in Wnt4+ than control recipients,
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as previously shown in Figure 5A. However, we detecte.d no upregulation of F/z3
transcripts in Wnt4+ LSKs (data not shown). One possibility is that modulation of Fl1t3
protein by Wnt4 occurred at the post-transcriptional level. Overall, 24 out of 62 genes
were differentially expressed in LSKs harvested from recipients of Wnt4+ versus control
FL cells (Figure 6). When cémpared.with LSKs from controls, L.SKs from Wnt4+ mice
exhibited four major attributes. First, they displayed an upregulation of 9 genes
supporting cell maintenance (Figure 6): Ccncb, Cxcr4, Foxol, Foxo4, Hoxa9, Hoxal0,
Hoxb4, Meis-1, and Bmi-1. Of note, upregulation of Hoxal0 is a plausible explanation for
the impairment of erythrbid development by Wnt4 (Figure 4C) (Magnusson et al., 2007).
Second, they showed an induction of 5 cell cycle inhibitors (Figure 6): Cdknlb, Cdknlc,
Cdkn2d, Mxd] and RbI2. Induction of Foxol and Foxo4 | genes may be responsible for the
observed upregulation of Cdknlb and Rbi2 (Nakae et al., 2003). The third feature was an
upregulation of the anti-apoptotic gene Bc/2/I (Figure 6); a nearly significant 2.4-fold
upregulation of Bc/2 was also observed (p = 0.06, data not shown). The fourth key
finding was that out of the four classic transcriptional targets of the canonical Wnt
pathway tested (Ccndl, Fos, Jun, Myc), none were upregulated by Wnt4 in LSKs (Figure

TA).

Wnt4-dependent upregulation of several additional genes in LSKs raises other
attractive but more speculative possibilities (Figure 6). Upregulation of three components
of the Wnt pathway (Fzd4, Fzd6 and Tcf4) suggests that Wnt4 signals may regulate
signaling by other Wnts, whereas induction c;f Hes!l and DIll suggests that Wnt4 may

amplify Notch signaling in LSKSs. Increased levels of Kit, Fit3/ and 1/2ra might support
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cell expansion from the LSK to the DN2 thymocyte development stage, while induction -
of Cxcr4 and Selp may support interactions between LSKs and the thymic

microenvironment (Rossi et al., 2005b; Dar et al., 2005).

‘Wnt4 Activates INK but Does Not Stabilize B-catenin in FL Cells

Although targets of the Wnt canonical pathway'are often cell and context-dependent,
some classical target genes, like Ccndl, Fos and Jun, behave in the same fashion in
various cell types, including hematopoietic cells (Staal et al., 2004; Scheller et. al., 2006;
Kirstetter et al., 2006). Lack of upregu_latioh_of these classical canonical pathway target
genes Ccndl, Fos., Jun, as well as Myc in LSKs strongly argued against induction of the
canonical pathway by Wnt4 (Figure 7A). To see whether Wnt4 activated noncanonical
signaling in hematopoietic progenitor cells, we co-cultured FL cells on Wnt4-producing
and control fibroblasts for 15 min to 2 hours. As JNK has been shown to be activated by
Wnt4 in renal epithelial cells (Osafune et al., 2006) and can be activated via multiple
“branches of noncanonical Wnt signaling (Liang et al., 2003; Osafune et al., 2006; Par'k et
al., 2006), we used it as a surrogate marker for the activation of nc;ncandnical pathways.
We detected ahsfrong activation of JNK as shown by inéreased phosphorylation at early
time points in the presence of Wnt4 as éompared to control (Figure 7B). In contrast, the
amount of B-catenin did not increase even after 2 hours of co-culture (Figure 7B). These

results strongly suggest that, in immature hematopoietic cells, Wnt4 acts via a JNK-

dependent noncanonical pathway.
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DISCUSSION

We report that overexpression of Wntd in'hematopoietic cells had two major and related
consequences: expansion of BM F1t3" LSKs (LMPPs) and enhaﬂcement of thymopoiesis.
Besides, Wnt4 had other effects of lesser magnitude: an increase in the f;equency of
long-term HSCS, positive effects on discrete stages of B lymphopoiesis and myelopoiesis
and a neg#tive impact on erythropoiesis. Its primary effect on Flt3" LSKs makes Wnt4 .
unique. In particular, fhe impact of Wnt4 on hematopoiesis is drastically different from
that of B-catenin. Indeed, P-catenin regulates two processes: renewal of HSCs and
thymocyte development downstream of DN3 thymocytes (Gounari et al.,-2001; Toannidis
et al.,, 2001; Reya et al., 2003; Willert et al., 2003; Xu et al., 2003; Duncan et al., 2005;
Kirstetter et al., 2006; Scheller et al., 2006; Guo et al., 2007‘; Yu and Sen, 2007). In
contrast, Wnt4 had only a modest impact on HSCs, and had no specific effect on
thymocyte subsets downstream of the DN2 development stage. Thus, Wnt4 primarily
expanded BM FIt3" LSKs, ETPs and DN2 thymocytes wheréas B-catenin regulates
processes upstream of F1t3" LSKs and downstream of DN2 thymocytes. To put into
perspective the differentlial impact of Wnt4 on HSCs and Flt3" LSKs, it is impbrtant to
. consider that HSCs but not F1t3.+ LSKs have self—'rene.wal potential. Thus, the 3-fold
increase in thé number of HSCs observed in recipients of Wnt4 FL cells could result from
és little as 1.5 additional mitosis over a 16 week period. In contra;t, since the half-life of
FIt3" LSKs is a matter of days [less than a week (Yang et al,, 2005)],‘a conservative
estimate would be that the 8-fold expansion of BM Flt3" LSKs induced by Wnt4 roughly

corresponds to doubling of the F1t3" LSK compartment size every 48 h.
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How did Wnt4 expand Fl1t3" LSKs? Wnt4 enhanced the quiescence and survival
of FIt3" LSKs. Accordingly, gene expression profiling in LSKs revealed that Wnt4
induced 9 genes that promote cell maintenance, 5 cell cycle inhibitors, and upregulated
Bcl2ll (Bél-xL). We surmise that Wnt4-induced enhancemeﬁt of quiesce'née and survival
are mec‘hanistically linked. Indee(i, hematopoietic stem/progenitor cells accumulate DNA
damage over time that impinges more rapidly and extensively on FIt3" LSKs than HSCs
(Rossi et al., 2007; Nijnik et al., 2007). Depletion of Flt3" _' LSKs with relative
preservatiqn of Flt3” LSKs is a hallmark of hematopoietic éenescence, explained by the
fact that the proportion of cycling cells is greater in F1t3" LSKs than HSCs (Passegue et
al., 2005). Cells that cycle more rapidly are more susceptible to DNA damage responses
(growth arrest or apoptosis) which are activated in cycling cells at the Gi/S and Go/M
checkpoints (Ishikawa et al., 2006; Rossi et al., 2007). It therefore makes sense that by
supporting quiescence and survival, Wnt4 predominantly affected Flt3" rather than Flt3”
LSKs, beéause the former cycle more rapidly and undérgo more apoptosis than the latter.
It will be interesting to analyze interactions between signals induced by Wnt4 and Flt3
ligand in F1t3" LSKs. Current daté- suggest that they are ﬁot redundant. Thus, F1t3 ligand
induces proliferation via an AKT-dependent reduction of Foxo3-mediated transcription
(Gilliland and Griffin, 2002; Brandts et al., 2005), while we report that Wnt4 induced

Foxol and Foxo4 transcription and supported cell quiescénce.

The most biologically relevant effect of Wnt4 overexpression in vivo was to

increase thymic cellularity in adult recipient mice. Though fetal and adult thymopoiesis
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are not identical, our data are nonetheless consistent with the thymic hypocellularity
observed in newborn Wnt4”~ mice (Mulroy et al., 2002). How did Wnt4 regulate
thymopoiesis? Thymi of recipients injected with Wntd4+ FL cells showed a
disproportionate increase in the percentage of ETPs and DN2 thymocytes. Thus, the
primary effect of Wnt4 was to expand the most immature thymocyte subsets prior to B-
selection (DN3 stage). Since thymic cellularity strongly and specifically correlated with
the frequency of BM Flt3" LSKs, we conclude that the effect of Wnt4 on thymopoiesis is
primarily contingent upon expansion of F1t3" LSKs. That chclué'ion is con’slistent with
the fact that F1t3" LSKs display better thymus homing efficiency than othef progenitor
subsets (Schwarz et al., 2007; Lai and Kondo, 2007), and that FIt3 ligand-deficiency
decreases thymic cellularity and the frequency of ETPs and DN2 cells (Sambandam et
al., 2005), whereas injection of FIt3 ligand enhances thymopoiesis (Fry et al., 2004; Wils
et al., 2007). Further studies are required to determine to what extent the key effects of
Whnt4 on Flt3" LSKs are pre-thymic (increaséd frequency of thymic settlers) and intra-
thymic (increased survival). Wnt4 also increased the frequency of BM CLPs but to a
lesser extent than for Flt3" LSKs. Moreover, BM CLP frequency. did not correlate with
thymic cellularity. Thﬁs, though it is -formally possible that CLPs may contribute to
eﬁhancément of thymopoiesis in recipients of Wnt4+ cells, their case is less compelling

than that of F1t3" LSKs.

Though there is some evidence that Wnt4 may signal through the canonical (B-
catenin/Tcf) Wnt pathway (Guo et al., 2004; Lyons et al., 2004), it has been primarily

associated with noncénonical signaling (Du et al., 1995; Veeman et al., 2003; Kohn and
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Moon, 2005 ; Steelman et al., 2006). Thus ectopic Wnt4 expression in Xenopus does not
cause the B-catenin-dependent duplication of anterior-posterior axis, but rather results in
defective convergence-extension movements (Du et al., 1995; Veeman et al,, 20035.
Moreover, Whnt4 has been demonstrated to regulate colony formation by renal progenitor
cells in a Rac and JNK-dependent manner reminiscent of the noncanonical planar cell
polarity pathway (Osafune et al., 2006). In our model, Wnt4 activated JNK but neither
stabilized B-catenin nor induced élassic térgets of the canonical pathwasz. Furthermore, as
mentioned above, the effects of Wnt4 on hgmatopoiesis aﬁd thymopoiesis were totally
different from those of B-catenin. These data provide compelling evidence that the
influence of Wnt4 on hematolymphoid progenitors is mediated by the noncanonical
.pathway. The notion that noncanonical Wnt signals may determine the .fate. of
hematopoietic stem/progenitor cells reinforces the ng:éd to develop new tools for énalysis

of noncanonical Wnt signaling.

HSC aging is characterized by down-regulation of genes mediating lymphoid
specification and up-regulation of genes mediating myeloid specification in a con'certed
- program to skew the lineage potential of HSCs from lymphopoiesis toward myelopoiesils
with age (Rossi et al., 2005a). Accordingly, compared to young mice, ol(i mice lshow.
normal or even increased numbers of Flt3~ LSKs, but decreased numbers of BM Fit3*
LSKs and. CLPS and of thymic ETPs (Sudo et al., 2000; Lipton and Dorshkind, 2004;
Min et al., 2005; Rossi et al., 2005a; Zediak et al., 2007). Substantial evidence suggests
that changes associated with HSC aging are responsible, at least in part, for thymic

senescence and decline of B-lymphopoiesis' (Zediak and Bhandoola, 2005; Montecino-
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Rodriguez and Dorshkind, 2006). The present work demonstrates that Wnt4 éxpands
Flt3" LSKs, CLPs and ETPs, increases thymopoiesis and activates a noncanonical
pathway. It will therefore be of considerable interest to determine whether impairment of
noncanonical Wnt signaling may underlie HSC senescence and thymic involution and

whether these processes can be reverted by provision of Wntd.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

- Mice

C57BL/6 (B6) and B6.SJL7Ptprc“Pep3b/BoyJ (Ly5%) (B6.SJL; Ly 5;15 were purchased
from The Jaékson laboratory (Bar Harbor, ME). Mice were bred and housed under
specific pathogen-free conditions in sterile ventilated racks at the Institute for Research in
Immunology and Cancer according to the standards of the Canadian Council on Animal

Care.

Flow Cytometry Analysis and Cell Sorting

The following antibodies were used: PE-Cy7 and Pe-CyS5 anti-CD8a (53-6.7), APC-Cy7
anti-CD4 (GK1.5), APC anti-TCRP (H57), PE anti-CD44 (IM7), PE anti-CD19 (1D3),
APC-Cy7 anti-CD25 (PC61.5), PE and biotin anti-CD127 (IL-7Ra, A7R34), PE-Cy7 and
APC anti-CD117 (c-Kit, 2B8), Pe-CyS5.5 anti-Sca-1 (E13-161.7), PE anti-CD135 (FIt3,
A2F10.1), Alexa Fluor 647 anti-CD34 (MEC14.7), PE an.ti-CD16/32 (2.4G2), APC anti-
CD11b M1/70), APC-Cy7 anti-Ly6G (Grl), PE anti-CD71 (C2), biotin anti-Ter-119
(Ly—76), PE Texas-Red anti-B220 (RA3-6B2), PE-CyS5 anti-C]j24 (M1/69), PE-Cy7 anti-
IgM (R6-60.2), PE anti-IgD (11-26C.2a), Biotin anti-CD43. (§7), Alexa Fluor 350
Annexin-V. For cell cycle analysis, Hoechst 33342 waé used following the
manufacturer’s instructions (Invitrogen; Burlingtop, ON, Canada). Biétin-labeled
antibodies used in the lineage 'cocktail’ included (for thymocytes, CLP .and LSK): anti-
CD8a (53-6.7), anti-CDS8p (53-5.8), anti-NK1.1 (PK136), anti-TCRB (H57), anti-CD11c
(HL3), anti-TCRyd (GL-3), mouse lineage panel [CD3e, CD11b, CD45R/B220, Ly6.C,

Ly6G (Gr-1), TER—119/erythr6id cells (Ly-76)]. Biotinylated antibodies were detected
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with streptavidin PE-Cy7, PE-Cy5 and APC-Cy7. All antibodies mentioned above were
purchased from BD Pharmingen (San Diego, CA), Invitrogen, Cedarlane Labofatoriés
(Hornby, ON, Canada) or Biolegend (San Diego, CA). Cells were. analyzed on an LSRII ‘
flow cytometer usiﬁg DiVa software aﬁd sorted on a three laser FACSArié (BDl

Biosciences, Mountain View, CA).

Retrbviral_lnfection and Transplantation of E14.5 Fei:al Liver Cells

We sub.cloned mouse Wnt4 gene (pUSEamp-Wnt4 (Upstate biotechnology, Lake Pla_cid,
NY) within thé multiple cloning site of pMSLV-IRES-GFP retroviral vector. Production
of wvesicular stomatitis virﬁs-pseudotyped (VSV) retroviruses -and infection of
hematopoietic cells were done as previously described(Chagraoui et al., 2006). E14.5 FL
cells hMested from preghant C57BL/6 mice were prestimulated for 24 hours in
Dulbecco modified Eagle medium containiﬁg 15% fetal bovine serum, 6 ng/mL _mﬁrine
interleukin (IL)-3, 100 ng/mL murine Steel factor, and 10 .ng/mL'.human IL-6.'FL. cells
were then transferred on irradiated GP+E-86 cells transduced with pMSLV-IRES-GFP of
pMSLV-Wnt4—IRES—GFP with 6 ‘p.g/rlnL of polybrene for 48h. For transplantation,
léthally irradiated 7 to 10 week-old B6.SIL-Pq)rC”Pep3b/BQyJ (Ly5.1) recipient mice
were injected intravenqusly with‘2 x 106 C57.BL/6 (Ly5.2) El4:5 FL cells harvested from.
'cc‘)culture with viral producer cells. Mice were left for 16 weeks to ensure long-term

" reconstitution.
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Quantitative RT-PCR

mRNA was prepared from BM LSK cells (from Wnt4+ and control chimeras) sorted in
Trizol reagent (Invitrogen) followed by chloroform extraction and RNA precipitation
following the manufacturer’s instructions. Total mRNA was reverse transcribed in a final
volume of 100 pL using the High Capacity cDNA Archive Kit with random primers
(Applied Biosystems, Foster City, CA) as described by the manufacturer. Reverse
transcribed samples were stored at -20°C. A reference RNA (Human reference total
RNA, Stratagene, Ca) was also transcribed in cDNA. A multiplex preamplification step
was used to increase the quantity of specific cDNA target (TagMan Pre-Amp Master mix
Kit, Applied Biosystems) following manufacturer’s instructions. Gene expression level
was determined using primer and probe sets from Applied Biosystems (TagMan Gene

expression assay, http://www.appliedbiosystems.com/), Universal ProbeLibrary (Array

design Center was used for probes and primer design, https://www.roche-applied-

science.com/sis/rtper/upl/ade.jsp) or Custom primer and TaqgMan probes from IDT were

designed using the online version of software PrimerQuest

(http://scitools.idtdna.com/Primerquest/). Each primer and probe set was used following

manufacturer’s instructions. The ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System
(Applied Biosystems) was used to detect the amplification level and was programmed to
an initial step of 10 minutes at 95°C, followed by 40 cycles of 15 seconds at 95°C and 1
minute at 60°C. All reactions were run in triplicate and the average values were used for
quantification. HPRT (hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase) was used as
endogenous control. The relative quantification of target genes was determined by using

the AACT method (Baron et al., 2007).



112

Western Blots

FL cells were resuspended in pre-stimulation medium and layered on irradiated GP+E-
86-Wnt4—GFP or GP+E-86-GFP control cells. Aliquots were taken after 15 minutes, 60
minutes and 120 minutes co-culture. Cells were pelleted and lysed for 10 minutes on ice
in cold radio-immunoprecipitation buffer (SOmM Tris-HCI (pH 7.4), 1% Noniodet P-40,
0.25% sodium deoxycholate, 150mM NaCl) supplemented with Complete protease
inhibitor cocktail (Roche Molecular Biochemicals, Laval, QC, Canada) and phosphatase
inhibitors (1mM Na3;VO,4 and 5SmM NaF). The lysates were cleared by centrifugation.and
the protein content was measured by the Bradford method (Biorad, Missisauga, ON,
Canada). Samples were resolved by SDS-PAGE and immunoblotted with the indicated

antibodies. Quantification of band intensities was done using Image J Software.

Statistical analysis. Student's t-test was used to determine significant differences (p <

0.05).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Thymic Cellularity Is Increased in Recipients of Wt4-Transduced FL Cells
(A) Cell numbers in the BM, spleen, mesenteric LN and thymus were assessed 16 weeks
after injection of FL cells transduced with Wn#4-GFP or GFP.

(B) Proportion of GFP+ cells among FL cells injected on day 0 and fecipient cells
harvested after 16 weeks.

(C) DN, dbuble—positive (DP) and mature thymocyte subsets were analysed using CD4
and CD8 staining. |

(D) Proportion of ETP (Lin'*¢CD117%CD257), DN2 cells (Lin‘°/“egCD1 17"CD25") and
DN3 cells (Lin™8CD117"CD25Y) in thymi of recipients of Wnt4+ or control FL ceils.
Dot plots of thymoéytes stained with antibodies against CD117 and CD25 and gated on
Lin™ as described by Bhandoola et al. (Bhandoola and Sambandam, 2006).
Histograms depict the mean + SEM for the two experimental groups. n=8 and n=6 mice

per group for Wnt4+ and control chimeras respectively. ***p <0.01, 5 < 0.005.

Figure 2. Increased Numbers of BM LSKs and CLPs in Primary Recipients of
- Wnt4+ FL Cells

BM cells from recipients of Wnt4+ (n:= 3) and control (n = 4) FL cells were stained for
Lin markers, CD117, Scal and CD127. One representative dot plot is shown (top) from
four independent experiments performed. Hisfograms show percentage and absolute

numbers of LSKs and CLPs (mean = SEM). **¥p < 0.01, 'p < 0.005, 'p < 0.6005.
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Figure 3. Wnt4 Has A Threshold Effect on Discrete Stages of B-Cell Development
" BM cells from Wnt4' (<10% GFP+ cells; top), Wnt4" (>10% GFP+ cells; middle) and

control primary recipients were stained with antibodies against B220, CD43, CD24, IgM

and IgD.

B (A) Representative flow cytometry dot plots.

(B) Proportion of B220+ cells in Wnt4+ and control mice.
(C) Proportion of B cell developmental subsets in Wnt4"™ and control mice. Histograms
represent the mean + SEM from five separate experiments. n = 14 for Wnt4+ (7 Wnt4™ +

7 Wnt4'®) and n = 8 for control chimeras. *p < 0.05, **p < 0.03.
p p

Figure 4. Wnt4 Enhances Myeloid but Decreases Erythroid Development in The BM -
Flow cytometry analyses of BM from primary recipients of Wnt4+ and control FL cells.
(A) Subsets of myeloid progenitors (Lin"CD127°CD117"Sca-1" cells): common myeloid
progenitors (CMP: CD34'CD16/CD32"), granulocyte-monocyte progenitors (GMP;
CD34+CD16/CD32hi), and megaryocyte-erythrocyte progenitors (MEi’; CD34”
CD16/CD32"). |
(B) CD11b*Gr-17" monocytes and CDI1 le'Gr-lhi granulocytes. (¢) Immature erythroid -
fractions based on staining for CD71 and Terl119. Histograms depict the mean + SEM

from four separate experiments. n = 7 for Wnt4+ and n = 4 for control chimeras.*p <

0.05, **p < 0.03, ***p<0.01, 'p <0.005.
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Figure 5. Analysis of BM LSK Subsets
(A) BM LSKs of recipient mice were analyzed for F1t3 e%preséion by flow cytometry. - |
One representative dot plot is shown for Wnt4+ (top) aﬁd control chimeras (bottom).
Histograms show percentage and numbers of total LSKs, F1t3" LSKs and FIt3~ LSKs.
Numbers in parentheses indicate average fold-increase in Wnt4+ versus control
recipients. Far right panel indicates the percentage of Flt3" cells within the LSK
compartment.
(B) Cell cycle analysis was performed on BM FIt3" and Flt3~ LSKs. We show
representative profiles (top) and average percentages of LSKs in Go¢/G; and S+G2/M
phase of the cell cycle (bottom).
(C) Annexin-V-staining wés analyzed after gating on cells negativé for propidium iodide
(to exclude necrotic cells). Histograms depict percentage and numbers of Annexin-V*
cells in F1t3" and F1t3~ LSKs. |
(A-C) Data represent the mean + SEM of 3 micé per group. *p <0.05, **p <0.03.
(D) Correlation between thymic cellularity and numbers of BM F1t3+_or F1t3” LSKs. The
Pearson linear correlation coefficient is repreéented by R values.
~(E) Limiting dilution assay was perforrﬁed using Ly5.2+ BM cells from primary Wnt4+
and control recipients co-injected with Ly5.1+ helper BM cells in irradiated Ly5.1+
secondary recipients (n = 25 recipients/group). Mice were considered reconstituted if
more than 0.5% each myeloid (anﬁ-Gr-l /Mac-1), B (anti-CD19) and T (anti-TCRp)
lineage cells were. Ly5.2". Frequency of long-term HSCs (competitive reconstituting
units) was determined using Poisson probabilities; 95% confidence intervals were 2.9 x

10°~1.8 x 10° for Wnt4+ recipients, and 7 x 10°-5.8 x 10> for controls.
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Figure 6. Transcriptional Targets of Wnt4 in LSKs

Real-time RT-PCR analyses were performed on sorted GFP-negative BM LSKs from
recipients of Wnt4+ or control FL cells. A total of 62 genes were analyzed (Table S1).
Shown are the gene transcripts that were differentially expressed in the t\INO groups.
Transcript levels were normalized to Hprt‘ levels aqd set as 1 in control LSKs (détted
line).‘ Data represent the mean + SEM from three independent experiments. Levels of
statistical significance for comparison Qf confrol vs. Wntd+ LSKs are *p < 0.05, **p < -

0.03, ***p < 0.01, Tp < 0.005.

Figure 7. Wnt4 activates JNK but not the canonic;ll Wnt pathway

(A) Real-time RT-PCR analysis of four classic target genes of the canonical Wnt
pathway was performed on GFP-negative BM LSKs from control and Wnt4+ prirﬁary
recipients as described in Fig. 6. None of the genes was differentially expressed in mice
reconstituted with Wnt4+ FL cells versus controls.

(B) Representative Western blots from FL cells that have been co-cultured for 15 min, 60
min or 120 min on Wnt4-producing versus control fibroblasts, showing [-catenin,
phosphorylated JNK (T183/Y185) and total JNK. Beta-actin was used as a loading
control. Graphs represent relative intensities of B-catenin and phosphorylated INK (mean. |

+ SEM) from three separate experiments. *p <0.05, 1'p <_0.0005.>
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Supplementary Figure 1: Shematic overview of experimental procedures performed in the present study.
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Supplementary Figure 2

Wnt4+ control

calnexin

Supplementary Figure 2 - Wnt4 protein is expresséd in chimeric mice. Western blot showing recombinant Wnt4
in the thymi of three Wnt4+ chimeric mice but not in controls. Calnexin was used to confirm equal loading in all
samples.
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 3 - Wnt4 has no major impact on mature cells in peripheral organs. (a) Numbers of mature T
(CD4* and CD8*) and B (CD19*) lymphocytes in mesenteric lymph nodes and spleen of chimeric mice. Histograms
represent the mean + SEM from six separate experiments. n=8 for Wnt4+ and n=6 for control chimeras. Numbers of
_(b) myeloid and (c) erythroid cells in the spleen of primary recipients. Erythroid differentiation stages were identified
as follows: CD71niTer119'c (stage I), CD71hiTer119hi (1), CD71leTer119hi (111), and CD71-Ter119hi (IV). Histograms
represent the mean + SEM from four separate experiments. n=7 for Wnt4+ and n=4 for control chimeras. None of

the differences were statistically significant.
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Supplementary Table 1

i tenan ]
' Referencochi

Bmil | — Bm|1 polycomb rmg fi nger oncogene 4 NM”007552 (Lessard and Sau;/;x;eau 2003;
' Park et al., 2003; Kirstetter et al.,

2006; Scheller et al., 2006)

Ccnd2 Cyclin D2 NM_009829 - (Cheshier et al., 1999)
Cxcl12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12 NM_021704 (Sugiyama et al., 2006)
Cxcr4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4 NM_009911 (Brenner et al., 2004; Sugiyama et

al., 2006)

E4f1 E4F transcription factor 1 NM_007893 (Chagraoui et al., 2006)
Foxo1 forkhead box O1 NM_019739 (Tothova et al., 2007c¢)
Foxo3a forkhead box O3a NM_019740 (Tothova et al., 2007b)
Foxo4 myeloid/lymphoid or mixed lineage- NM_018789 (Tothova et al., 2007a)

leukemia translocation to 7 homolog
(MIIt7) ) .
Hoxa10 homeo box A10 _ NM_008263 (Magnusson et al., 2007; Nakae et
: al., 2003; Buske et al., 2001)

Hoxa9 homeo box A9 NM_010456 (Thorsteinsdottir et al., 2002)
Hoxb4 homeo box B4 - NM_010459 (Antonchuk et al., 2002; Sauvageau

et al., 1995; Kirstetter et al., 2006;
Scheller et al., 2006;
Thorsteinsdottir et al., 1999)

Meis1 myeloid ecotropic viral integration site 1 NM_010789 (Wang et al., 2006)
Pten : phosphatase and tensin homolog NM_008960 (Zhang et al., 2006)
Survival
Bcl2 B-cell Ieukem|allymphoma 2 NM 009741 (W|IIert et al., 2003; Park et al.,
1995 '
Bcl211 Bcl2-like 1 (Bcl-xL) NM_009743 (Park et al.? 1995)
Trp53 transformation related protein 53 (p53) NM_011640 (Iito et al., 2004)
Cell cycle
Cecnc Cyclln C NM 016746 (Passegue et aI., 2005)
Cdkn1a cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21) NM_007669 (Cheng et al., 2000b; Kirstetter et
al., 2006; Scheller et al., 2006)
Cdkn1b cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27) NM_009875 (Cheng et al., 2000a)
Cdkn1c cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57) NM_009876 (Forsberg et al., 2005)
Cdkn2a cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (p16) NM_009877 (Janzen et al., 2006)
Cdkn2b cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15) NM_007670 (Latres et al., 2000)
Cdkn2c cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18) NM_007671 (Yu et al., 2006a; Yuan et al., 2004)
Cdkn2d cyclin-dependent kinase inhibitor 2D (p19) NM_009878 (Park et al., 2003)
Mxd1 Max dimerization protein 1 (Mad1) NM_010751 (Foley et al:, 1998; Walkley et al.,
‘ : 2005; Roussel et al., 1996)
Rbl1 retinoblastoma-like 1 (p107) NM_011249 (Passegue et al., 2005)

Rbi2 retinoblastoma-like 2 (p130) NM_011250 (Passegue et al., 2005)
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Annexe 1 : Figures supplémentaires
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Figure 1: Relative expression of IL-7Ra transcripts in stroma-enriched cells from the
thymus, WT and OM+ lymph nodes. Stromal cells were obtained as previously described®”.
Following mRNA extraction and hybridization on'Affymetrix murine MOE430A gene chips,
data were normalized using the Robust Multichip Averaging method. Bars represent the

mean + SD of three ihdependent biological and experimental triplicates.



136

Annexe 1 : Figures supplémentaires (suite)
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Figure 2 : Relative expression of p63 transcripts in stroma-enriched cells from the thymus,
WT and OM+ lymph nodes. Stromal cells were obtained as previously described®”.
Following mRNA extraction and hybridization on Affymetrix murine MOE430A gene chips,
data were normalized using the Robust Multichip Averaging method. Bars represent the

.~ mean + SD of three independent biological and experimental triplicates.
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Annexe 1 : Figures supplémentaires (suite)
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Figure 3 : Levels of Wnr4 transcripts in the stromal and hematopoietic fraction or
total (for thymus) of selected organs. mRNA values where normalized according to
Hprt and thymus mRNA levels were set as 1. Data are mean + SD from three or four
independent experiments. Differences between groups were evaluatéd with Student’s

t test.
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6. DISCUSSION

Le but de nos travaux était de comprendre quels sontles signaux nécessaires i la
différenciation des progéniteurs T en évaluant d’une part la nature des progéniteurs aptes a
se différencier en lymphocytes T et, d’autre part, la nature des signaux produits par le stroma
nécessaires a I’induction de cette différenciation. Pour y parvenir, nous nous sommes posé
les questions suivantes:

- Sachant que le développement T normal se produit uniquement dans le thymus, et non dans
les ganglions, dans un contexte physiologique normal, retrouve-t-on les mémes progéniteurs
dans ces deux organes ?

- Du point de vue de I’environnement, retrouve-t-on des différences au niveau des signaux
produits par les stromas thymiques et ganglionnaires qui permettraient de comprendre
pourquoi, dans un contexte normal, le thymus demeure le seul organe apte a supporter le

développement de progéniteurs T et la génération de lymphocytes T matures et fonctionnels?

6.1 Développement T extra-thymique

6.1.1 Introduction
Les mécanismes moléculaires qui régulent la différenciation de précurseurs T demeurent

encore trés mal caractérisés. Le thymus différe des autres organes de plusieurs fagons et
notre objectif consistait a évaluer quelles étaient les caractéristiques moléculaires que devait
posséder cet organe pour lui permettre 1’accomplissement de ses fonctions. Nous avons
tenté d’élucider cette question avec 1’utilisation d’un modele de souris transgénique pour
I’Oncostatin M (OM). Ces souris surexpriment ’OM sous le contrdle du promoteur
proximal p56 restreignant ainsi son expression au niveau des lymphocytes T°>. Cette
transgénése entraine une modification des ganglions lymphatiques telle que ces derniers

N

deviennent aptes a supporter un développement T extra-thymique massif, thymus-

356-359

indépendant . Le projet consistait & se poser la question suivante : étant donné que le

développement T, dans certaines conditions, est possible dans les ganglions >***%

, en quoi
cet organe differe-t-il du thymus? Ceci permettrait de comprendre pourquoi ce

développement T ganglionnaire ne s’y produit pas normalement.

6.1.2 Dichotomie des résultats in vivo et in vitro
Nous avons tout d’abord remarqué que la nature des progéniteurs présents dans ces deux

organes est différente (Article 1, Figure 1). Contrairement au thymus qui contient ces deux

types de progéniteurs, les ganglions ne contiennent pas d’ETP mais plut6t des progéniteurs
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phénotypement CLP (Lin"°ckit"IL7Ra"). Dans un environnement ganglionnaire normal,
ces CLP ne se différencient que jusqu'a I'étape pré-DN2, étape a laquelle leur différenciation
est bloguée. Si onleur fournit un environnement apte a la difféfenciation T (sur OP9-DII),
ces CLP acquiérent la capacité de poursuivre leur développement jusqu'a 1’étape DN3, ol un
autre blocage dans leur différenciation s’observe (article I, Figure 6). Nous avons évalué la
présence, dans la fraction stromale du thymus et du ganglion, de transcrits connus comme
étant import-ELnts au développement T, dont I'IL-7, DII1 et 4, KitL et FIt3L ainsi que les
~divers Wnts (article 1, Figure 4). Nous n’avons remarqué aucune différence dans les
niveaux de transcrits de toutes ces protéines entre'le thymus et les ganglions, sauf pour les
transcrits de Wnt4 et Wnt7b, absents des ganglions. Nous nous sommes concentrés sur
* Wnt4 car cette protéine a déja été rapportée comme jouant un rdle dans la thymopoigse™™**,
Nous avons suggéré que 1’absence de Wnt4 dans les ganglions serait peut-étre responsable
du fait que cet organe ne supporte pas la lymphopoiese T dans un contexte physiologique.
Pour tester cette hypothése, nous avons utiblisvé le modéle de différenciation T in vitro dans
lequel nous avons induit la surexpression de Wnt4 dans les OP9-DI11. Nous avons observé
que la différenciation des progéniteurs ganglionnaires devient possible dans ce contexte, et
“s’effectue jusqu'a la génération de lymphocytes T simples positifs. Ceci étaye notre
hypothése proposant que I’absence de développement T dans les ganglions soit attribuable a
I’absence de Wnt4 dans cet organe. La suite du projet, soit I’article II, consistait A évaluer le
phénotype induit par une surexpression systémique de Wnt4 dans le compartiment
hématopoiétique chez la séuris. Pour ce faire, nous avons utilisé un modele d’infection
rétrovirale ol nous avons infecté du foie feetal de souris avec un vecteur rétroviral exprimant
ou pas Wnt4 dont nous nous sommes servi pour reconstituer a long-terme des receveuses
irradiées. - Suite aux résultats publiés dans D’article I, nous nous attendions 2 voir un
développement T extra-thymique dans les ganglions mésentériques. Ceci n’a pas été le cas.

Pourquoi ?
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Schéma de différenciation des cellules phénotypement
CLP (Lin"°CD44*CD25 ckit'°Sca1'°CD127"),
présentes dans les ganglions mésentériques (LN)

CLP —»DN2—»>DN3—>DN4---»DP/SP

Dans les LN
(Article |, Figure 1)

D+Wntd
Dans les LN+Wnt4*
(Article Il, pas montré)

" In vivo

Sur OP9-DIl1 (Wnt4™°)
(Article |, Figure 7)

Sur OP9-DII1-wnt4]'
(Article |, Figure 7)

+Wnt4

In vitro

Ik

c;_______--_-_-__--______-

Ce schéma résume les résultats que nous avons obtenus, dans les diverses conditions, en ce
qui a trait a la différenciation des progéniteurs présents dans les ganglions normaux. On voit
qu’in vivo, dans un contexte normal ou lorsque Wnt4 est surexprimé, les ganglions sont
incapables de supporter la différenciation T. Dans ces deux cas, la différenciation est arrétée
au méme endroit, soit a I’étape pré-DN2. Par contre, in vitro, la différenciation de ces
progéniteurs est possible. Sur des OP9-DIl1, les progéniteurs ganglionnaires se différencient
a divers niveaux selon la présence, ou non, de Wnt4 dans le milieu. En effet, la
différenciation de CLP a DN3 ne dépend pas, ou peu, de I’expression de Wnt4. Des essais
de PCR quantitatifs montrent que les OP9-DIl1 n’expriment que peu de Wnt4 (voir Article I,
Figure 4). Nos résultats montrent aussi que la différenciation de DN3 a SP est dépendante

de la surexpression de Wnt4 par les cellules stromales.

6.1.3 Hypotheses et discussion
Ceci suggere trois possibilités :

1) L’induction de la différenciation des CLP ganglionnaires observée in vitro ne serait
pas un effet direct de Wnt4 sur ces cellules, mais serait plutdt secondaire. a la
_signalisation de cette protéine sur les OP9-DIIl. Dans ce cas, ’absence de
différenciation de cellules hématopoiétiques transduites avec Wnt4 in vivo serait

causée par I’insensibilité des cellules du stroma ganglionnaire a I’effet de Wnt4.
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2) Le ganglion serait inapte a synthétiser une ou plusieurs protéines, nécessaires a
I’induction de la différenciation T, et qu’in vivo, Wnt4 ne remplacerait pas ce signal .
ou serait insuffisant pour compenser |’absence de ce signal.

3) Le ganglion contient une ou plusieurs molécules qui inhiberait la différenciation T et

qu’in vivo, Wnt4 ne suffirait pas a contrecarrer ce signal d’inhibition.

Pour évaluer la premiére possibilité, il faudrait tout d’abord valider si la signalisation Wnt4
s'effectue sur les cellules stromales du ganglion. Si la signalisation sur le stroma est la
méme que celle que 1’on observe dans les cellules hématopoiétiques, des niveaux plus élevés
de phospho-INK devraient étre détectables dans les cellules stromales ganglionnaires. Si
aucun signal Wnt4-dépendant n’est détectable dans ces cellules, cette premiére hypothése
pourrait &tre a considérer. En effet, le stroma ganglionnaire pourrait :

1) Ne pas exprimer le récepteur spécifique a la signalisation Wnt4, dont I’identité dans ce
contexte est inconnue.

2) Exprimer un récepteur spécifique 2 Wnt4 mais différent que celui retrouvé sur les OP9-
DI11-Wnt4”. Ceci générerait une réponse 2 Wnt4 in vivo différente de celle que 1’on voit in

vitro.

Dans ces deux cas, le stroma ganglionnaire fournirait un environnement Wnt4*, mais
inadéquat a la différenciation T. Ceci permettrait d’expliquef la divergence des résultats que
nous avons obtenus in vitro et in vivo dans un milieu riche en Wnt4.  De plus, nous
pouvons ajouter a cette hypothese le concept que I’identité de la cellule'produisant Wnt4
affecte peut-€tre le signal regu par les cellules. En effet, dans le contexte de différenciation
in vitro, Wnt4 est produit par le stroma tandis qu’in vive, Wnt4 est produit par les cellules
hématopoiétiques. Ceci pourrait générer une réponse différente sur les cellules cibles. Par
contre, Wnt4 est une protéine sécrétée et aucune information dans la littérature ne laisse
suggérer que la nature de la cellule productrice influence le signal induit. Ceci restera
toutefois a confirmer en évaluant si la cinétique ou la capacité de différenciation sont
‘modifiées si c’est le stroma (in vive ou in vitro) ou les cellules hématopoiétiques qui

produisent la protéine.

Les deuxiéme et troisitme hypothéses citées plus haut reviennent a suggérer que
I’environnement ganglionnaire serait apte a recevoir un signal via Wnt4, mais ne serait pas

apte a supporter la différenciation T par la présence (ou I'absence) de protéines clés (ou
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inhibitrices) a ce processus. Pour tenter de comprendre ce qui pourrait se produire dans
I’environnement ganglionnaire, il faut faire la comparaison entre ce dernier et les OP9-DIl1.
Lors de nos essais, nous n’avons pas effectué d’analyse exhaustive sur les OP9-DIl1 pour
pouvoir comparer les niveaux de transcrits autres que ceux que nous avons publiés (voir
Article I, Figure 4). Par contre, la somme des informations que nous avons pourrait
permettre de suggérer une explication plausible a ’absence de différenciation T dans les
ganglions. En effet, nous avons rapporté que les niveaux de transcrits d’IL-7, de KitL, de
DII1 et 4, et de FIt3L étaient semblables et souvent supérieurs dans le stroma ganglionnaire
par rapport au stroma thymique (voir Article I, Figure 4). Nous devrons inévitablement
vérifier si 'expression d’ARNm se traduit par la méme qhantité de protéines. Nous ne
pouvons exclure la possibilité que des modifications post-transcriptionnelles différentes
entre lé thymus et les ganglions fassent en sorte que les niveaux protéiques soit différents
entre ces deux organes, expliquant le phénotype observé. Ceci n’a, par contre, jamais été
rapporté dans la littérature. Considérons, comme prémisses de base pour la discussion

subséquente, que les niveaux protéiques produits soient les mémes entre ces deux organes.

Nos résultats in vitro spggérent que les étapes précoces de différenciation des CLP (jusqu’a
DN3) s’effectuent de.fagon indépendante a la présence de Wnt4 (ou trés faiblement
dépendante). De quoi dépendrait I’initiation de la différenciation des progéniteurs présénts
dans les ganglions? Les résultats obtenus par Guy-Grand et son équipe ont permis de
suggérer que le facteur limitant pour la différenciation des progéniteurs présents dans les

365 probablement causée

ganglions est I’apparition de lymphocytes T thymiques (TCRaf")
par un effet de compétition entre ces deux populations pour des cytokines dans le milieu*®.
Un article de Munitic suggére que la régulation dynamique de ’expression de surface de
I'IL-7R sur les diverses populations lymphocytaires dans le thymus, avec une diminution de
son expression a 1’étape DP, permettrait d’éviter aux progéniteurs de compétitionner pour
I'IL-7. En effet, I'induction de I’expression d’IL-7 sur les DP thymiques, qui ne 1’expriment
normalement pas, entraine une diminution des populations de DN et de la cellularité

thymique. Ceci est rétabli, au moins partiellement, en croisant des souris transgéniques pour

I’IL-7R avec des souris transgéniques pour I'IL-7°%"..

Est-ce que les niveaux d’IL-7 pourraient expliquer les différents résultats obtenus, soit la
différenciation des progéniteurs ganglionnaires in vitro, mais le maintien du blocage de la

différenciation in vivo ? Ayant montré que le thymus et les ganglions expriment le méme



143

niveau de transcrits d’IL-7 (Articlel, Figure 4), cette hypothése est-elle encore possible ?
Combiné a ce qui a été publié dans la littérature, nos résultats permettent de suggérer que tel
est le cas. En effet, U'initiation de la différenciation des CLP ganglionnaires dans des essais
de co-culture sur des OP9-DIl1 est possible, probablement parce 1) nous ajoutons de 1'IL-7
en exces dans le milieu, et 2) cet environnement ne contient aucune cellule apte a

compétitionner avec les progéniteurs ganglionnaires pour cette cytokine.

In vivo, quoique produisant autant de transcrits d’IL-7 que les ganglions, le thymus est
constitué 4 85% de cellules DP, qui n’expriment pas le récepteur de 1'IL-7*%, Par contre, le
ganglion est constitué majoritairement de lymphocytes T matures CD4+ et CD8+, tout deux .

. Les lymphocytes T matures consomment I'IL-7°"°, ce

exprimant le récepteur de I'IL-7
qui induirait un état de «carence » pour les progéniteurs présents dans I’environnement
ganglionnaire et inhiberait leur différenciation. Des analyses de micropuces d’ADN, faites
sur des populations enrichies en stroma mais contenant une proportion non-négligeable de
cellules hématopoiétiques, ont été effectuées par notre laboratoire. Ces micropuces d’ADN
ont été effectuées a partir de thyrhué et de ganglion normal, ainsi que de ganglion OM®, apte
a supporter la différenciation T (non-montré). Ces résultats confirment que les ganglions
" normaux contiennent des niveaux plus élevés que le thymus et le ganglion OM" de transcrits
de la chaine a du récepteur de I'IL-7, spécifique a cette cytokine (voir Annexe 1, Figure 1).
Ainsi, in vivo, la compétition pour I'IL-7 pourrait &tre limitante 2 la différenciation des

progéniteurs dans les ganglions.

Aussi, sachant que Wntd est faiblement exprimé sur les OP9-DIl1, nous ne pouvons pas
trancher entre deux possibilités concerﬁant les étapes précoces de différenciation des CLP
ganglionnaires: |
1) si elles dépendent 2 la fois de I’'IL-7 et de faibles niveaux de Wnt4

2) si elles ne dépendent que de I'IL-7, la présence de Wnt4 étant superflue a ces étapes.

Il serait intéressant, pour valider ces hypotheses, d’évaluer si la délétion compléte de Wnt4
sur les OP9-DII1 modifierait le comportement dés CLP in vitro. - En effet, si Wnt4 est
superflue, la cinétique de différenciation ne serait pas modifiée pour la différenciation de
CLP a DN3. Par contre, si de faibles niveaux de Wnt4 sont nécessaires a ces étapes
précoces, la différenciation dans un environnement OP9-DII1-Wnt4™ devrait en étre

modifiée.




144

Pour valider ’hypothése d’un effet limitant de I’IL.-7 pour I'initiation de la différenciation
des CLP ganglionnaires, il serait intéressant de voir si, sous I’effet d’une surexpression d’IL-
7, les progéniteurs ganglionnaires deviennent aptes a initier leur différenciation vers la lignée
T et, si tel est le cas, jusqu'a quelle étape. De plus, nous pourrions aussi évaluer si la
reconstitution de souris avec des cellules hématopoiétiques surexprimant a la fois i’IL-7 et
Wnt4 donnerait les mémes résultats in vivo que ceux obtenus in vitro, suite a la co-culture de
CLP ganglionnaires sur des OP9-DI11-Wnt4*. Si cette hypothése s’avére exacte, un apport
supplémentaire d’IL-7 et de Wnt4 devrait permettre de voir apparaitre un développement

extra-thymique dans les ganglions de souris normales.

Nos résultats in vitro montrent aussi que la transition DN3-DN4 dépend, pour la
différenciation de CLP ganglionnaires, de fortes concentrations de Wnt4 (voir schéma). Les
résultats publiés dans la littérature se sont généralement concentrés sur I'implication dela
voie canonique dans les diverses étapes de la différenciation T*"***_ Par contre, la voie non-
canonique n’a pas attiré autant d’attention. Quel serait le r6le de \Wnt4 a cette étape ? Nous
avons établi que, dans les cellules de foie feetal, Wnt4 induit la phosphorylation de INK. Si
Wnt4 active cette méme voie dans ces cellules, 1’activation de JNK pourrait jouer un rdle
dans la différenciation des CLP de I’étape DN3 a DN4. Par contre, la délétion de JNK-1 et
JNK-2 ne montre aucun phénotype au niveau de la différenciation T ou B*®'. Par contre,
dans ce dernier cas, la différenciation T se fait dans le thymus a partir de progéniteurs ETP,
et nous observons que ces cellules ne requierent pas, ou peu, de Wnt4 pour se différencier in
vitro (Article 1, Figure 6). Aucune donnée dans la littérature ne permet de suggérer que
I’induction d’un signal JNK pourrait favoriser cette étape de la différenciation T. La
surexpressivon de Wnt4 induit la transcription de Bcl-xLo (p=0.05) et une augmentation
notable de 2.4 fois des transcrits de Bcl-2 (p=0.06). L’expression de ces deux molécules a
déja été évaluée dans les thymocytes et montre un patron hautement spécifique et
réciproque, avec Bcl-2 exprimé au niveau des DN et Bcl-xL au niveau des DP™. Par
- contre, la surexpression de Bcl-xL n’a aucun effet sur la population des DN, mais favorise la
survie des populations subséquentes dans la thymopoiése™’. Aussi, la différenciation T se
produit normalement dans des souris Bcl-27, malgré une diminution de la cellularité
thymique™. A quoi serait due I'induction de la différenciation des CLP de DN3 3 DN4
suite a la surexpression de Wntd ? Si I’effet majeur de Wntd4 implique I’induction de la
survie dans les CSH, et que ceci se transpose chez ces DN3 ganglionnaires, une molécule

anti-apoptotique intéressante a évaluer serait Bcl-2A1l. En effet, cette molécule a été
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identifiée comme 1’effecteur de la cascade de survie induite par PKC/NF-«B a 1’étape de la
B-selection®®. C’est la seule protéine de la famille de Bcl-2 dont I’expression corréle avec la
B-sélection. Mandal et son équipe ont surexprimé Bcl-2A1 dans des progéniteurs
hématopoiétiques Rag-1"". 1ls rapportent que ceci permet la progression de la différenciation

T, en favorisant la survie et non la prolifération A 1’étape DN3**

. Ainsi, la surexpression de
Wnt4 favorise peut-€tre la différenciation des CLP ganglionnaires en favorisant la
surexpression de Bcl-2A1 a I’étape de la B-sélection. Des analyses de PCR quantitatif
seraient requises pour vérifier cette hypothése. Pour tenter de comprendre le role de Wnt4
dans la différenciation de CLP ganglionnaires en lymphocytes T matures, in vitro, plusieurs
analyses sont requises : Wnt4 induit-elle aussi la signalisation non-canonique, via JNK, dans
ces cellules ? Voit-on une augmentation de la survie dans ces progéniteurs DN3 comme ce
que I’on voit dans les LSKF médullaires ? Si tel est le c'as,'quelles molécules apoptotiques
sont régulées par Wnt4 dans ce contexte ? Wnt4 régule-t-il ’expression de Bcl-2A1 dans
ces progéniteurs ? Ceci est-il aussi vrai dans les progéniteurs « canoniques », provenant de
la différenciation d’ETP? Toutes ces questions laissent entrevoir plusieurs avenues

passionnantes sur les cellules et mécanismes qui régulent la génération de lymphocytes T par

le thymus.

De plus, outre la différenciation Wnt4-dépendante qué nous évons observé in vitro, nous
n’avons fait aucune analyse en ce qui a trait a la fonctionnalité des cellules générées a partir
de CLP ganglionnaires. En effet, nous n’avons étudi€¢ que I’obtention du phénotype que
présentent les lymphocytes T matures, soit I’expression de CD4 ou CDS8 conjointement a
’expression de surface de la chaine B du TCR. 1l serait intéressant de voir si ces CLP
ganglionnaires, lors de leur différenciation in vitro, générent des lymphocytes T matures et
fonctionnels, aptes a engendrer une réponse immunitaire. Sachant que les progéniteurs.
ganglionnaires ont un phénotype CLP, il serait intéressant d’évaluer s’ils acquiérent, lors de
leur différenciation, les mémes caractéristiques que celles que nous avons rapportées chez

les souris OM*8839!

, ou la différenciation se fait entierement dans le ganglion avec des
cellules ayant initialement le méme phénotype. Ceci permettrait de voir si les
caractéristiques des lymphocytes T OM" que nous avons rapportées sont attribuables a une
différenciation extra-thymique ou plutt causées par la différenciation de progéniteurs

différents que les ETP thymiques conventionnels.
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La nature des progéniteurs qui entrent dans le thymus ne fait toujours pas I’'unanimité parmi
les chercheurs qui s’intéressent a cette question. Par contre, une fois dans cet organe, le
consensus est que les ETP sont les céllules progénitrices des lymphocytes T. Pourquoi est-
ce le cas ? Est-ce un défaut intrinséque aux autres organes de ne pouvoir recruter les ETP ou
est-ce plutdt attribuable a un environnement défavorable a leur différenciation ailleurs que
dans le thymus ? Notre schéma expérimental nous a permis de suggérer quelques
hypotheses a ce sujet, tant du point de vue stromal qu’hématopoiétique, mais des analyses

plus approfondies devront étre effectuées.

6.2 Effets d’une surexpression de Wnt4 in vivo

6.2.1 Introduction

Wnt4 est une protéine dont les fonctions biologiques ont surtout été évaluées au niveau de la

392-394

genése des reins et de la détermination sexuelle On sait, depuis quelques années que

395,396

Wnt4 est exprimée au niveau du thymus , ou elle régulerait I’expression de FoxN1, dont

I’absence est responsable du phénotype athymique de la souris nude®’. Des souris
déficientes pour Wnt4 ont été générées. Ces souris meurent 24 heures aprés la naissance

d’une défaillance rénale et montrent une diminution de la cellularité thymique de 309>,

6.2.2 Résultats in vivo _
Pour tenter d’élucider le rdle de Wnt4 in vivo, nous avons utilisé un modéle d’infection

rétrovirale oil nous avons infecté du foie feetal de souris‘ avec un vecteur rétroviral exprimant
ou pas Wnt4 que nous avons ensuite injecté a des receveuses irradiées. Nous avons observé
que Wnt4 n’affecte pas la génération de cellules rﬁatures. Les phénotypes les plus
importants induits par sa sﬁrexpression ne se limitent qu’a certains sous-types de cellules
immatures, dont ﬁne augmentation des LSKF" dans la moelle et des ETP dans le thymus.
Cette augmentation des LSKF" n’est pas due a une augmentation de leur prolifération, mais
plutdt & une augmentation de leur survie (article II). Comment agit Wnt4 in vivo ? Sachant
que Wnt4 est une protéine sécrétée, il est difficile d’identifier si, in vivo, elle agit
directement sur ces progéniteurs, ou indirectement via un effet sur la fraction non-
hématopoiétique de ces souris. Les résultats de notre premier article (Article I, Figure 4)
montrent lorsque mis sur un environnement propice a leur différenciation in vitro, sur des
cellules OP9-DI11, les ETP thymiques sont aptes a se différencier adéquatement et a générer
des lymphocytes T matures. Dans ce méme article (Article I, Figure 6), nous avons aussi

montré que les OP9-DIl1 n’expriment que de tres faibles niveaux de Wnt4.
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6.2.3 Hypotheses et discussion :
Ceci laisse entrevoir trois possibilités sur le réle de Wnt4 dans la thymopoiése:

1) La différenciation des progéniteurs ne dépend pas directement de Wntd4. Ceci
suggérerait que Wnt4 aurait un role indirect lors de 1a thymopoiése en agissant sur le
stroma thymique plut6t que sur les progéniteurs T.

2) De faibles quantités de Wnt4 sont suffisantes pour la thymopoigse, comme ce qu’on
détecte chez les OP9-DIl1. Dans ce cas, il n’est pas possible de conclure si I’effet de
Wnt4 s’effectue directement sur les progéniteurs ou indirectement via le stroma qui
supporte cette différenciation T.

3) Les progéniteurs T in vitro produisent une certaine quantité de Wnt4, ce qui suffirait
a produire une concentration de Wnt4 adéquate pour la différenciation T. En effet, il
a été rapporté qu’in vivo, les progéniteurs T produisent une certaine quantité de
Wnt4*®. Ceci est possiblement aussi le cas in vitro. Dans un tel contexte, encare,

Wnt4 pourrait agir directement sur les progéniteurs ou via le stroma.

Ne pas savoir quel compartiment (hématépo’iétique ou non-hématopoiétique) est affecté par
. la production de Wnt4 limite la capacité d’interprétation de nos résultats. Si Wnt4 agit
directement sur les progéniteurs ETP et/ou LSKF+ en induisant leur survie préférentielle, il
y aurait une augmentation du nombre de progéniteurs T générés et une augmentation
subséquente de la cellularité thymique. Si tel est le cas, les questions que nous devons nous
poser devraient étre orientées sur la cascade de signalisation induite par Wnt4 directement
sur les progéniteurs. Quelle est la nature du récepteur (Fzd, mROR2, RYK ou Crypto)

présent sur ces cellules hématopoiétiques qui leur permet de recevoir et de transmettre le
| signal Wnt4 ? Nous avons analysé la signalisation induite par Wnt4 et avons observé que la
cascade de signalisation induite chez les cellules hématopoiétiques est la signalisation non-
canonique JNK-dépendante. Ce signal non-canonique agit-il directemént sur la survie des

progéniteurs ou indirectement via I’inhibition d’un signal non-canonique ?

Mais, Wnt4 peut aussi affecter le stroma, lui permettant de fournir un environnement propice
a la survie des progéniteurs. Si tel est le cas, 1l faudra plutdt concentrer nos efforts sur les
effets induits par Wnt4 sur le stroma qui méneraient a un tel phénotype : pourquoi I’effet de
Whnt4 est-il spécifique a certains types de progéniteurs et pas a d’autres, comme les LSKF ?
Wnt4 affecte-t-il le nombre de niches disponibles aux LSKF" dans la moelle et aux ETP

dans le thymus ? La éonséquence directe d’une signalisation Wnt4 sur le stroma est-elle
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aussi I’induction d’un signal non-canonique comme ce que I’on voit sur les progéniteurs, ou
plutdt canonique comme certains I’ont rapporté dans la littérature ? Quelle molécule est
produite sous I’effet d’un environnement riche en Wnt4 qui lui permet d’induire la survie

des progéniteurs ?

6.2.3.1 Whntd, cycle cellulaire et survie : génes FoxO
Nos essais de reconstitutions hématopoiétiques montrent que Wnt4 affecte spécifiquement le

compartiment LMPP de la moelle. Dans ce compartiment, Wnt4 diminue le pourcentage des
cellules en cycle dans cette population, ce qui se traduit, du point de vue transcriptionnel par
une augmentation marquée de p57, un inhibiteur du cycle cellulaire. L’augmentation du
pourcentage de LMPP par Wnt4 s’effectue en favorisant la survie de ces cellules, qui se
traduit par un pourcentage plus faible de cellules LSKF" annexine V* et une augmentation
des transcrits de Bcl-x;. Dans cette population, la signalisation induite par Wnt4 induit un
signal non-canonique via la phosphorylation de JNK. L’activation de JNK a été impliquée
dans toute une variété de processus incluant le développement embryonnaire, la
survie/apoptose et la prolifération, le tout dépendant du contexte cellulaire®™*2. Nos
résultats montrent que la surexpression de Wnt4 augmente les transcrits des génes FoxOl et
FoxO4. Chez la drosophile, il a été rapporté que la signalisation JNK favorise la
translocation de FoxO dans le noyau et la transcription de ses génes cibles. De plus, la
surexpression de JNK favorise, de fagon FoxO-dépendante, I’augmentation de la longévité
chez la drosophile®®. Chez le C. elegans, cette augmentation de la longévité s’effectue par
DAF16, I’orthologue de FoxO, qui favorise la résistance au stress oxydatif, aux pathogénes
et aux dommages cellulaires. L’induction de la translocation nucléaire des membres de la

famille FoxO induit 4 types de réponses (voir Figure 4).

Celcycle Oxidative-stress
resistance

Figure 4: Réponses transcriptionnelles induite par une signalisation FoxO**
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La résultante nette de I’effet de ces protéines dépend du contexte cellulaire, de modifications
post-transcriptionnelles ainsi que d’interactions avec d’autres molécules. Par exemple, il a
été rapporté que chez les lymphocytes T matures, FoxO induit 'arrét du cycle cellulaire et
favorise 1’apoptose par 1'induction de ’expression de BIM*.  Par contre, certains articles
rapportent qu’il est possible de dissocier I’arrét du cycle cellulaire de 1’apoptose, gréce a
I’interaction entre FoxO et Sir2, une déacétylase présente chez C. elegans dont ’homologue .
chez I’humain est Sirt1%%%7, Parmi les réponses rapportées, il a ét€ démontré qué la famille
des FoxO induit I’arrét du cycle cellulaire via 1’augmentation de p27 et p130°®, deux
transcrits que l'on voit induits suite 3 une signalisation Wnt4 sur les cellules
hématopoiétiques. Des souris déficientes pour FoxO-1, -3 et -4 montrent un phénotype
hématologique intéressant. En effet, ces souris montrent une déplétion de leur CSH causé
par une augmentation de leur prolifération, une expansion des cellules myéloides et
érythroides, un blocage au niveau de la transition DN1-DN2 dans les thymocytes, une
diminution des LSK (Flt3* et Flt3") ainsi qu’une diminution de la transcription de p130, p21

et p27*®.

Ce phénotype montre plusieurs paralleles avec ce que 1’on observe suite a la
surexpression de Wnt4. Les quelques différences entre les souris FoxO1/3/4” et nos
chiméres Wnt4" suggérent qu’il y aurait une spécificité d’effets selon les divers FoxO. En
effet, les effets attribuables a la délétion de FoxO3 ne seraient pas observés dans nos
chiméres car Wnt4 induit la transcription de FoxO1 et FoxO4 mais pas celle de FoxQ3.
Drailleurs, il est intéressant de noter que FoxO3 a été impliqué dans la régulation de la
différenciation des érythroblastes*®.  FoxO1l induit la survie et la maturation des
thymocytes*'!. Ceci suggére une spécificité dans les mécanismes d’actions des divers

membres de cette famille.

11 serait intéressant d’évaluer le rdle exact de la régulation de FoxQOs par Wnt4. En effet, les
génes FoxO sont actifs dans des situations de stress. Notre modéle, via la transfection
rétrovirale et la reconstitution de souris irradiées, pourrait favoriser ’apparition de stress
cellulaire chez nos chiméres. Est-ce uniquement dans ce contexte que nous voyoﬁs un tel
phénotype ou serait-il aussi observable en analysant des souris transgéniques pour Wnt4 ou
I’environnement, moins manipulé, contient moins de signaux de stress? Ce stress cellulaire
est-il encore perceptible par les cellules 16 semaines post;reconstitution ? Dans nos
chimeéres, le role des FoxO est-il surtout d’inhiber le cycle cellulaire sous I’effet de Wnt4 ou
bien de favoriser la survie? Wnt4 favorise-t-elle aussi I’induction de Sirt, qui favorise I’arrét

du cycle cellulaire et la survie ? Pour décortiquer le rdle respectif des FoxO dans le
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phénotype de nos souris, il sera intéressant d’évaluer si et comment le signal induit par Wnt4
affecte I’activité, la transcription, la phosphorylation, 1’acétylation et la translocation au
noyau, des génes FoxQ et d’évaluer si I’induction de cette cascade de signalisation explique

les résultats que nous avons obtenus irn vive.

6.2.3.1 Wntd, cycle cellulaire et survie : FIt3
Dans nos chiméres, ’arrét, ou ralentissement, de la progression du cycle cellulaire

s’accompagne d’une augmentation de la survie spécifiquement au niveau de la sous-
population LSKF". Du point de vue transcriptionnel, nous avons observé 1’augmentation
des transcrits de Bcl-x; et, de Bcl-2. Nous avons aussi noté une augmentation de 2 fois dans
les transcrits de FIt3L sous I’effet d’une surexpression de Wnt4 (Article II, Figure 6).
Karlsson et son équipe ont rapporté qu’in vitro, la liaison Flt3 avec son ligand, mais pas celle
de c-kit avec KitL, induit la transcription de Bcl-2 et Bel-x; *12 L’équipe de Jacobsen a
généré des souris déficientes pour FIt3L. IIs montrent que le compartiment CSH n’est pas
affecté par cette délétion mais que la fraction CLP 1’est avec une diminution des
progéniteurs précoces de la lignée B (a chacune des étapes de leur développement) et de la
lignée T (diminution de 72% des DN1/DN2, rétablissement des pourcentages a 1’étape
DN3)*®. IIs montrent aussi que I’incubation de CLP avec FIt3L induit la survie de ces
cellules, mais sans en évaluer le mécanisme. Ainsi, la survie spécifique des LSKF", dans
notre modele, pourrait s’effectuer non pas par un effet direct de Wnt4 sur la survie, mais
plutdt via la surexpression de la transcription de Flt3L qui favorise la survie des cellules
FIt3*, dont les LMPP. 1l est d’ailleurs intéressant de noter que les cellules favorisées par
Wnt4 sont les cellules plus immatures, Wnt4 semble n’avoir aucun effet sur les cellules
matures. Ceci correle avec 1’expression de Flt3 sur les cellules hématopoiétiques. En effet,
les cellules matures n’expriment pas Flt3 et les cellules immatures que 1’on voit affectées par

la présence de Wnt4 sont généralement celles qui I’expriment (voir Figure 5).

Ainsi, il serait intéressant de voir si, dans un contexte ol Flt3L ou son récepteur n’est pas
exprimé (souris Flt3" ou FIt3L™), nous voyons les mémes phénotypes que ceux induits par
la surexpression de Wnt4 dans un environnement normal. Ceci permettrait de voir si Wnt4
affecte les diverses cellules hématopoiétiques de fagon dépendante ou non 2 la production de

FlLt3L et 4 la liaison de cette cytokine a son récepteur.
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Figure 5 : L’expression de surface FMS-like ryrosine kinase 3 (FLT3) de lors des diverses étapes de I’hématopoiese*'.
La perturbation d’un systtme & [’homéostasie entraine plusieurs modifications
transcriptionnelles. Décortiquer les voies de signalisation responsables d’un phénotype,
surtout si I’on considére toutes les modifications port-transcriptionnelles que peuvent subir
les diverses protéines, est une tiche trés ardue. Par contre, I’observation que Wnt4 induit
I’expression de Flt3L, la corrélation entre I’expression de Flt3 et les cellules ciblées par
Wnt4, conjointement a son effet sur I’induction de la transcription des FoxO est

extrémement intéressante. Ceci ouvre des voies passionnantes sur les rSles de Wnt4 in vivo.

6.2.3.2 Wnt4 et vieillissement

Suite a I’analyse de nos résultats, il est intéressant de noter que :

1) les progéniteurs hématopoiétiques les plus affectés par le vieillissement sont les mémes
que ceux favorisés suite 2 la surexpression systémique de Wnt4 dans le compartiment
hématopoiétique, soit les LSKF+ et les ETP.

2) les organes dans lesquels se retrouvent ces cellules sont ceux qui, dans un contexte
physiologique, expriment Wnt4. En effet, la MO et le thymus expriment normalement des

transcrits de Wnt4 dans la fraction non-hématopoiétique CD45" (voir Annexe 1, Figure 3).
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Les niveaux de transcrits de Wnt4 dans ces deux organes varient-ils avec 1’dge ? Si tel est le
cas, ‘est-ce que ceci pourrait contribuer au vieillissement du systéme immunitaire ? Quel
serait le mécanisme moléculaire qui régirait ce phénomeéne ? Ce vieillissement s’ effectuerait-
il directerhent, en induisant un signal sur les progéniteurs hématopoiétiques ou

indirectement, par I’induction de signaux spécifiques sur le stroma ?

Le vieillissement du systéme immunitaire est un processus complexe, multifactoriel et méne
a la détérioration progressive deé fonctions immunologiques. Un des premiers signes du
vieillissement est un déclin de la production de lymphocytes T par le thymus. Chez la sduris
agée (+/- 24 mois), I'involution thymique entraine une diminution drastique du nombre de
lymphocytes produits, soit 0.7% de ce qui est produit chez un nouveau-né*"®>. Ce déclin de la
production de lymphocytes T par le thymus a pour conséquence de diminuer la diversité du
répertoire des TCRs présents en périphérie. De plus, ce déclin de la fonction thymique
entrave le rétablissement du compartiment T périphérique suite a une immunodéplétion
grave, comme suivant une infection au HIV ou un traitement de chimiothérapie. Le

s evqe ‘4 2 < . s z . . 416-4
vieillissement a été rapporté comme attribuable 4 un défaut 1) du microenvironnement™ ¢,

et/ou 2) des progéniteurs médullaires qui migrent au thymus**4%,

Quelle qu’en soit la cause, il a été démontré que le vieillissement n’affecte pas le nombre de

.LSK totaux dans la MO, mais modifie le ratio LSKF/LSKF" en faveur des LSKF-. Le
vieillissement entraine une augmentation de la prolifération de ces LSKF-, une diminution
du potentiel lymphoide de ces cellules qui corréle avec une modification du patron
d’expression génique qui favorise, avec I’age, I’induction de transcrits spécifiques a la lignée
myéloide. Cette diminution des LSKF™ chez les souris Agées est-elle entiérement
dépendante du vieillissement de la cellule LSKF qui 1I'a généré 7 Ou estce plutot
I’environnement (la niche) dans lequel se trouvent ces LSK qui est affecté par le

vieillissement ?

1) Wnt4 et stroma

Aucune donnée dans la littérature ne suggere un role de Wnt4 dans le stroma médullaire, au
niveau de sa capacité i supporter 1’hématopoiése. Des informations intéressantes existent en
ce qui a trait aux génes en aval et en amont de Wnt4 qui pourraient permettre de lui suggérer
un role dans I’atrophie thymique, du point de vue stromal. En effet, il a été rapporté que la

fraction épithéliale du thymus est réduite avec I’dge. En effet, le ratio CD45-/CD45+
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diminue avec 1’4ge et est associé & une diminution de la taille du thymus, une perturbation de
son architecture, une diminution de la prolifération et une augmentation de 1’apoptose chez
les cellules épithéliales thymiques**>***,

Chez I’adulte, le contrdle homéostatique des tissus est médié par des cellules souches tissu-
spécifiques, comme ce que 1’on retrouve dans le syst¢me hématopoiétique, autant au niveau

4211 a récemment été démontré que,

des tissus montrant un « turn-over » élevé.que faible
dans des conditions d’homéostasie, les progéniteurs épithéliaux continuent 4 étre actifs aprés
la naissance et contribuent constamment a la génération (turn-over) de nouvel épithélium*®,
Plusieurs données montrent que, lors du vieillissement, les tissus voient une diminution de
leur capacité a maintenir I’homéostasie ou a retrouver 1’état d’homéostasie suite a un stress
ou a un traumatisme cellulaire. Ces données suggérent I’implication potentielle d’un déclin
des cellules souches tissu-spécifiques lors du vieillissement. Au niveau du thymus et des
organes contenant des celluies épithéliales stratifiées, le régulateur clé pour la prolifération

427
3

basale des cellules souches est 1’induction du facteur de transcription p63™'. p63, aussi

appelé Trp63, une molécule appartenant a la famille de génes suppresseurs de tumeurs

comprenant p53 et p73*%,

Ces trois protéines montrent une grande homologie de séquence
en ce qui a trait a leur site de liaison a I’ADN mais possédent des fonctions biologiques
différentes*”. Chez les souris p63'/', I’observation initiale a été un amincissement tres
pfononcé des cellules de la peau. Grice a I’étude du développement de 1’épithélium
thymique, I’équipe de Senoo a montré que p63 (I’isoforme Np63) joue un role majeur dans
le maintien du potentiel prolifératif des progéniteurs épithéliaux**’. Sa délétion entraine une
augmentation de 1’apoptose et la clairance des cellules épithéliales thymique en prolifération,
et elle est associée au vieillissement du compartiment épithélial du thymus chez la souris®".
De plus, il a été rapporté que la régénération du thymus adulte, induite suite a un traitement
au dexamethasone ou a une irradiation systémique légére (2 Gray), entraine une expansion
des cellules épithéliales thymiques précoces, phénotypiquement KS5+K8+*2  Cette
expansion entraine 1’augmentation des facteurs de transcription p63, c-myc et TCF3 au
niveau du stroma thymique*. Il a été rapporté que la synthése de Wnt4 est induite par p63.
La délétion de p63 entraine, chez des kératinocytes, la diminution de I’expression de
plusieurs génes, dont Wnt4**, De plus, la délétion de p63 entraine une accélération de la
sénescence de 1’épithélium thymique et une acc€lération du vieillissement de ce

compartiment*>*%,
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Dans le stroma de thymus normal, la transcription de p63 est induite dans les mémes
proportions que Wnt4, soit de 7.5 fois, par rapport aux ganglions mésentériques normaux
(voir Annexe 1, Figure 2). De plus, Wnt4 a été rapportée comme induisant la transcription
de FoxNi437. La délétion de ce gene est responsable du phénotype athymique chez les

souris*®,

Folel n’est pas responsable de I’induction du primordium thymique mais plutot
de la différenciation des précurseurs épithéliaux primitifs en cellules épithéliales sous-
capsulaires, corticales et médullaires®>*°. Dans le compartiment cortical, l’expressibn de -
FoxN1 diminue avec 1’dge de fagon plus marquée que la diminution du nombre de cellules
épithéliales corticales*'. Ceci suggere que la diminution de FoxN1 avec I’4ge est attribuable
surtout a un défaut fonctionnel de la transcription de ce géne plutét qu’a la diminution du

nombre de cellules qui le transcrivent*?.

Ainsi, nous pourrions envisager 1’hypothése que le phénotype thymique observé chez nos

souris serait une augmentation p63-indépendante de Wnt4 dans le thymus qui
induirait I’'induction de la survie de ces cellules épithéliales (par Bcl-2 et Bcel-xp) et induirait,
ou rétablirait, les niveaux de FoxNl et permettrait la différenciation des progéniteurs
épithéliaux en cellules épithéliales plus différenciées. Ceci auréit comme effet possible
d’augmenter la fraction stromale qui, & son tour, pourrait recruter et supporter la
différenciation d’un plus grand nombre de progéniteurs T immatures du sang. Pour valider
si la surexpression de Wnt4 simule la « regénération » du compartiment épithélial thymique,
il serait intéressant de voir si I’expression de Wni4 est régulée de fagon dose-dépendante par
p63. De plus, il faudrait évaluer si les cellules épithéliales thymiques CD45" et les cellules
FoxN1* dans le stroma thymique sont augmentées de fagon dose-dépendante selon

I’expression de Wnt4.

2) Wntd et cellules hématopoiétiques

Au niveau des progéniteurs hématopoiétiques, Wnt4 agit spécifiquement sur les cellules
sensibles a ’effet du vieillissement. En effet, le vieillissement résulte en une diminution de
la fraction FIt3* des LSK ainsi qu’une diminution des progéniteurs thymiques. Wnt4 agit en
augmentant les pourcentages relatifs des progéniteurs précoces qui entrent dans le thymus
(ETP/DN2) ét/ou au niveau des progéniteurs présents‘dans la moelle (LSKF"). Comment
Wnt4 pourrait contribuer a renverser le processus de vieillissement dans les éellules
hématopoiétiques ? Deux nouveaux articles publiés dans Science suggérent que le

vieillissement cellulaire s’accompagne d’une augmentation de la signalisation Wnt-pB-
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caténine dépendantem"m. Dans le premier, les auteurs montrent que la signalisation Wnt [-
caténine-dépendante est plus active avec I’4ge et entraine une sénescence accélérée des
cellules, dont la peau et les cellules intestinales. Grace 4 des souris klotho™ qui représentent
un modele de vieillissement prématuré, ils montrent que la forme soluble de klotho dans le
sang permettrait d’inhiber ce signal Wnt- B-caténine-dépendant, retardant ainsi le processus
de vieillissement*”. Le deuxiéme article montre des résultats qui vont dans le méme sens,
mais dans un contexte de régénération musculaire*. Des essais sur des souris parabiosées
jumelant des souris dgées avec des souris plus jeunes montrent que cette association diminue
la réponse fibrogénique, par une diminution des dépdts de ‘collagéne, et augmente la
prolifération des progéniteurs myogéniques chez la souris plus dgée. De plus, l’inverse est
observé chez les souris plus jeunes. Grice & des souris TOPGAL, exprimant un gene
rapporteur, B-galactosidase, sous le contréle du promoteur de TCF, les auteurs démontrent
que la voie de signalisation canonique de Wnt augmente dans les muscles avec 1’age.” Des
inhibiteurs de ce signal (sFzd3 ou DKK1) inhibent la réponse fibrogénique produite par le
sérum de souris plus 4gées ét, inversement, la sﬁrexpression de Wnt3a dans du sérum de

souris jeunes I'induit*’.

L’4ge est un processus multifactoriel et aucune molécule a elle seule ne pourrait permettre
d’expliquer le phénomene de sénescence induit avec le temps, mais .plusieurs molécules
peuvent agir de concert pour I'induire ou I’inhiber. Wnt4 pourrait étre un des joueurs
contribuant négativement a la sénescence du compartiment hématopoiétique. En effet, suite
a un signal induit par Wnt4, le compartiment hématopoiétique pourrait &tre moins sensible a
I’effet du vieillissement. Ceci serait induit par une survie accrie, menant a2 un maintien ou
une augmentation du pourcentage des cellules normalement affectées par ce processus in
vivo. Si un tel phénomene est vrai, ceci permettrait d’expliquer le phénotype modeste des
souris Wnt4”", ot les souris meurent trop rapidement pour mettre en lumiére un

s a1re . 2448
vieillissement prématuré™.

L’4ge induit une augmentation de la signalisation Wnt J-
caténine-dépendante et Wnt4 active, dans le compartiment hématopoiétique, un signal non-
canonique JNK-dépendant (article II, Figure 7). Si Wnt4 empéche ou limite la cinétique du
vieillissement du compartiment hématopoiétique, comment ce phénoméne pourrait-il se
produire ? Pour répondre a cette question, il faut tout d’abord établir deux possibilités, soit
que Wnt4 1) active la voie non-canonique uniquement ou que 2) active la voie canonique en
inhibant la signalisation via la voie canoniqu'é. Si la premiere hypothése est vraie, Wnt4

pourrait induire, dans notre contexte de transfections rétrovirales, un signal intracellulaire p-
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caténine-indépendant si fort qu’il parviendrait & faire pencher la balance vers le «non-
vieillissement » en surpassant le signal de sénescence B-caténine-dépendant induit par I’age.
Par contre, si Wnt4 inhibe la signalisation canonique, cette protéine agirait comme un
inhibiteur du signal canonique B-caténine chez les souris, au méme titre que Dkk1 ou sFzd3.
Dans ce cas, il est intéressant de rappeler que dans un contexte de cellules embryonnaires
rénales, Wnt4 a été rapporté comme apte a séquestrer la B-caténine a la membrane cellulaire,
empéchant ainsi sa translocation au noyau, inhibant ainsi 1a transcription TCF-dépendante*®.
Si le méme mécanisme se produit aussi dans un contexte de cellules hématopoiétiques, ceci
suggére que la deuxiéme hypothése (I’inhibition de la voie canonique par Wnt4) serait

favorisée.

Nos résultats montrent que Wnt4 a un effet au niveau des cellules immunitaires les plus
.affectées par le vieillissement. Plusieurs expériences doivent maintenant étre effectuées
pour tenter de mieux caractériser les divers mécanismes enclenchés par une signalisation
Wnt4, ainsi que les effets spécifiques que cela éngendre a la fois sur les cellules

hématopoiétiques et non-hématopoiétiques.
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6.3 Perspectives futures

Toutes les expériences faites sur Wnt4 montrent que, chez la souris et dans nes conditions

expérimentales, aucun effet délétére dans la différenciation des cellules hématopoiétiques

n’est observé suite & sa surexpression. Par contre, plusieurs parameétres resteront a étre

évalués avant de considérer ’'usage de cette protéine a des fins thérapeutiques. En effet,

nous commengons a peine, grice aux travaux présentés dans le contexte de cette thése, a

défricher les rdles induits par une surexpression de Wnt4 et allons devoir nous pencher sur

plusieurs points :

1)

L’induction de la signalisation Wni4 se fait-elle exclusivement en activant une cascade
de signalisation non-canonique ou plutdt conjointement avec une inhibition de la voie
canonique ?

Nous avons observé que 1’activation de la cascade de signalisation par Wnt4 se traduit,
du moins au niveau du foie feetal, non pas par une augmentation du pool de B-caténine
mais plutbt par une augmentation de la proportion de JNK phosphoryl€. Par contre, de
nouveaux résultats suggerent que la voie canonique, par TCF-1, peut Etre activée en
I’absence de B-caténine*™. 11 sera donc crucial d’évaluer I'activation de TCF-1 suite 2
une signalisation Wntd. Si I’activité transériptionnelle de TCF-1 n’est pas modifiée,
cela suggére que Wnt4 n’active que la voie non-canonique, sans interférer avec la voie
canonique. Si elle est augmentée, cela impliquera que Wnt4 active a la fois la voie non-
canonique et canonique « TCF-1-dépendante ». Par contre, si elle est diminuée, cela
suggere que Wnt4 active la voie non-canonique conjointerment a 1’inhibition active de la
voie canonique. Les implications de cette derniére possibilité sont d’un intérét capital
surtout 2 la lumiére des articles suggérant que 1’induction de la signalisation via la voie

51,4 Ex P
#1452 Outre I’intérét

canonique aurait un role a jouer au niveau du vieillissement
scientifique, avec la pénurie d’informations disponibles concernant la voie non
canonique dans la thymopoiése et l’hématopo'fése, les implications de nos résultats
seraient la possibilité de moduler la signalisation a la fois par la voie canonique et non-

canonique.
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Il y a-t-il une différence entre Uinduction d’un signal autocrine de Wnt4 par rapport a
une signalisation paracrine ?

Certains résultats préliminaires que nous avons obtenus suggérent que les cellules
produisant Wnt4, recevant a la fois un signal autocrine et paracrine, ne réagissent pas de
facon identique a celles ne recevant qu'un signal paracrine. Ceci est observé autant du
point de vue de leur développement, ol par exemple au niveau des érythrocytes dont la
génération était régulée négativement par 1’expression autocrine de Wnt4, que du point
du vue transcriptionnel, ou P’induction de quelques genes différaient entre la population
de cellules Wnt4" et Wnt4". Ceci est dii soit a un effet différent entre la signalisation
paracrine ou autocrine de Wnt4, soit 4 notre stratégie de surexpression. En effet, la
transduction rétrovirale fait en sorte que, inévitablement, les cellules infectées sont
intrinséquement différentes des cellules non-infectées a cause, entre autres, de leur
prolifération. Ces divergences d’effets que nous avons observés sont-elles attribuables
au fait que la .natl.lre méme des cellules aptes a étre infectées est différente ou plutdt
seraient-elles attribuables a une différence fonctionnelle causée par la prod.uction versus
la réception d’un signal Wnt4. Ce facteur est crucial car il sera déterminant dans

I’élaboration d’une stratégie a des fins thérapeutiques.

Il y a-t-il une concentration locale de Wnt4 qui est optimale pour maximiser 1’éffet
positif sur le développement hématopoiétique ?

Dans certaines populations €tudiées, dont les lymphocytes B, nous avons noté que les
phénotypes corrélent avec la quantité de Wnt4. En effet, les souris ayant le plus haut
pourcentage de cellules productrices de Wnt4, et donc une concentration locale de Wnt4
dans la moelle la plus élevée, présentaient le phénotype B le plus marqué. Ceci suggére
que la concentration de Wnt4 pourrait potentiellement modifier, de facon positive ou
négative, le phénotype que I’on observe. Ceci serait similaire & d’autres molécules,
comme IL-7** ou HoxB4***, qui montrent un niveau seuil en deca et au dela duquel les
effeEs favorables induits sont modifié€s, voir méme inhibés. Par contre, cet effet de dose
n’a jamais été€ rapporté dans le cas de Wnt. Il nous faudra évaluer quelle concentration
de Wnt4 devrait étre atteinte pour générer le plus d’effets positifs sur le développement
hématopoiétique mais sans induire d’effets néfastes. En effet, étant donné que
I’érythropoiése est réduite sous I’effet de Wnt4, une concentration locale frop élevée
dans la moelle pourrait étre délétére et mener a de I’anémie. Ain.si, il serait nécessaire

d’évaluer les effets générés par Wntd a diverses doses, via la génération de souris
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 transgéniques ol Wnt4 serait mis sous le controle de divers promoteurs : fort, faible,

ubiquitaire ou ayant une expression plus ciblée dans le thymus et/ou la moelle.

Le systéme hématopoiétique, dont plusieurs axes de différenciation sont ampliﬁés sous
Ueffet de Wntd, est-il fonctionnel ? ‘

Autant in vitro, pour la génération de lymphocytes T matures a partir de progéniteurs
ganglionnaires, qu’in vivo suite a la reconstitution a long terme de chimeres, nous
n’avons évalué que les phénotypes de différenciation de chacune des sous-populations
générées sous ’effet d’une surexpression de Wnt4. 1l serait capital, lors d’une étape
subséquente, d’évaluer si les cellules générées sont fonctionnelles. En effet, accroitre la
génération d’une population cellulaire n’implique pas que le systéme immunitaire en est
avantagé. Par exemple, la surexpression de B-caténine constitutivement active a été
rapportée comme induisant une augmentation de la population de CSH dans la moelle.
Par contré, ces cellules ne sont pas fonctionnelles et incapables de reconstituer un

455.,4; . . P . .
%43 Ainsi, nous allons devoir évaluer si les -cellules produites dans un

hote
environnemeﬁt enrichi en Wnt4 générent une réponse immunitaire fonctionnelle, autant
au niveau de I'immunité innée qu’acquise. Quoique leur nombre en périphérie ne soit
pas modifié chez nos chimeres, il sera nécessaire de voir si ces cellules, 4 maturité,
subissent une modification dé leur capacité a générer une réponse immuhologique

primaire et secondaire similaire, accrue ou moindre sous I’effet d’une surexpression de

Wnt4.

Les cellules dont la différenciation n’est pas induite par Wnt4 (progéniteurs
mégacaryocytaires/érythrocytaires)  sont-ils  affectés  négativement par sa
surexpression ?

Wnt4 favorise la différenciation de I’axe LMPP de la différenciation immunitaire a
partir des CSH. Cela s’effectue-t-il au détriment de la différenciation
mégakaryocytaire/érythrocytaire? Dans notre modélf;, nous avons observé que les
pourcentages de progéniteurs GMP étaient semblables mais la population
érythroblastique CD71" était diminuée par rapport aux contrles. Par contre, les
cellules matures, dans toutes les populations analysées étaient identiques entre les deux
groupes. Nos souris montraient, dans les organes hématopoiétiques, une proportion de
cellules Wnt4* de 10 & 15% seulement. Si une concentration plus élevée de Wnt4

entraine 1’amplification de I'axe LMPP au détriment de I’axe MeK, cela nous
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empécherait de considérer Wnt4 comme globalement bénéfique pour le systeme. Nous
devrons valider cette hypothése car, si tel est le cas, cela pourrait avoir des
conséquences extrémement néfastes a I’homéostasie du systéme menant, peut-étre a

I’anémie et a une thrombopénie.

La voie de signalisation et les génes dont la transcription.est induite par Wnt4 est-elle
la méme dans toutés les cellules affectées par ce signal ?

Nous avons analysé la cascade de signalisation induite par Wnt4 au niveau de cellules
de foie feetal infectées par un vecteur rétroviral. Sachant qu’il existe certaines

457,4. . - N
51438 §] sera nécessaire de

différences au niveap de I’hématopoiese feetal et adulte
confirmer si cette cascade est aussi celle induite lors de I’hématopoiése adulte. .

De plus, Wnt4 étant une protéine sécrétée, il sera essentiel de valider si elle agit
directement sur les progéniteurs ou indirectement, suite a I’induction d’un signal au
niveau du stroma. Ceci est un point qui va nécessiter une attention particuliére car il
déterminera plusieurs conditions lors de la transposition éventuelle de ce traitement a
des fins thérapeutiques chez I’humain. De plus, le profil de transcription génique induit
sous I’effet (direct ou indirect) de Wnt4 a été évalué au niveau d’une population de
cellules Lin-Scal*c-kit". Cette population, quoiqu’enrichie en CSH, demeure trés
hétérogéne. '~ Pour tenter de mieux cerner les effets directs de Wnt4 sur les sous-

populations affectées par sa surexpression, un criblage global des génes sur- ou sous-

exprimés sur chacune des populations affectées par Wnt4 s’avére crucial.

Les effets de Wnt4 sont-ils dus a une production locale constante ou peuvent-ils étre
générés via une incubation ex vivo des CSH avec Wnt4?

Il sera aussi indispensable d’évaluer si I’induction de la survie de la population
médullaire LSKF* dépend d’une exposition continue & Wnt4 ou si une incubation
ponctuelle, ex vivo, avec Wnt4 entraine |’induction du méme phénotype a long terme.
Ceci est un point important car, comme il a été rapporté dans la littérature, I’induction
de la survie cellulaire (ou la dérégulation de I’induction de I’apoptose) est un paramétre

ayant une incidence trés néfaste sur la génération de cancers*>*®

. Sachant que Wnt4
cause une augmentation de la survie a une étape si précoce de la différenciation, ceci
pourrait entrainer la génération de leucémies. Par contre, aucun cas n’a été détecté chez

les souris que nous avons évaluées.
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8) La surexpression de Wnt4 affecte-t-elle uniquement les LMPP ou plutét les CSH qui les
générent ? | »
Il nous faudra aussi évaluer si Wnt4 agit directement sur la popuiation LSKF' ou si elle
favorise leur génération a partir de leurs cellules précurseurs, les CSH. Ceci implique
d’évaluer si Wnt4 agit en modifiant la nature/fonctionnalité des CSH ou si elle modifie
uniquement le potentiel de survie des LSKF" directement. Cette question est aussi
importante a évaluer au niveau des progéniteurs des LSKF" : la surexpression de Wnt4
favorise-t-elle chacune des sous-populations de fagon indépendante ou 1’augmentation
de ces populations résulte-t-elle d’un effet uniduement sur les LSKF*? Si Wnt4
favorise la survie et meéne a ’expansion spécifique de chacune des sous-populations
indépendantes, cela devient passionnant d’un point de vue thérapeutique. En effet, ceci
pourrait suggérer la possibilité d’élaborer des stratégies excessivement ciblées,
adaptables sur mesure aux patients, selon les déficiences cellulaires spécifiques qu’ils

pourraient présenter.
6.4 Perspectives thérapeutiques

L’importance des lymphocytes dans I’éradication du carncer est de plus en plus reconnue. De
nombreux articles 1I’ont démontré de facon fort éloquente461‘462. 11 a clairement été établi que
- les lymphocytes T sont responsables i) de 1’élimination des cellules cancéreuses via la
reconnaissance d’antigénes de surface spécifiques par les cellules T ainsi que ii)
I’élimination de cellules transformées, qui apparaissent continuellement dans I’organisme.
L’ immunodéficience augmente les risques de développer des cancers*®. En effet, Shankaran
a démontré récemment qu’il y avait une augmentation de 1’incidence de tumeurs spontanées
et induites chimiquement chez des souris immunodéficiences*®. Pour des individus atteints
de maladies associées avec une immunodéficience, comme le cancer, le SIDA et
I’immunosénescence induite.par le vieillissement, 1I’'importance de trouver des moyens de
renforcer leur systéme immunitaire devient capital. Ceci pourrait-s’effectuer via le transfert
de cellules immunitaires pour contrecarrer la diminution de la production in situ de

lymphocytes T induite par I’involution thymique.

Ainsi, nos travaux axés sur Wnt4 et sa capacité a induire, in vivo, la génération d’un plus
grand nombre de progéniteurs LMPP se traduisant par une thymopoiése accrue, peut s’avérer
avoir un impact important dans un tel contexte. En effet, une stratégie ex vivo impliquant

I’induction d’un signal Wnt4 sur certaines populations de cellules immunitaires pourrait
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résulter en un traitement intéressant pour 1’hypoplasie thymique induite par des maladies ou

le vieillissement*®, et pour améliorer la résultante clinique des patients atteints de cancers.

7. Conclusion

Nos travaux ont porté sur le role de Wnt4 dans le systéme immunitaire chez la souris. Nous
avons démontré que la surexpression de cette protéine, via 1’induction d’un signal non-
canonique, favorise la survie d’une population de LMPP qui se traduit par une augmentation
de tous les axes de différenciations cellulaires, sauf celui de la différenciation
mégakaryo/érythrocytaire. Le phénotype le plus marquant est une augmentation de la
thymopoiése, via I’augmentation de la proportion des progéniteurs les plus immatures dans

le thymus.

Comme mentionné dans la section précédente, cette découverte pourrait avoir des
implications cliniques extrémement intéressantes. Par contre, nous sommes encore loin de
I’élaboration de stratégies cliniques chez ["humain. En effet, plusieurs paramétres restent a
évaluer avant la transposition potentielle de nos résultats chez I’humain. De fagon
intéressante, I’alignement de la séquence protéique de Wnt4 révele un trés haut degré de
conservation entre 1’humain et la souris, avec une séquence identique a 98.9% et similaire a
99.7%. Ces homologues ne différent qu’au niveau de quatre résidus d’acides aminés,

. N , - . 6
regroupés prés de la région C-terminale*®.

Par contre, I’expression des marqueurs de
surface des CSH et des progéniteurs hématopoiétiques différent considérablement entre la
souris et I’humain, et la contrepartic humaine des LMPP murins n’a pas encore été
identifiée. De plus, un des marqueurs clé de nos expériences, soit FIt3, n’a pas le méme
patron de distribution entre ces deux organismes. Chez I’humain, Flt3 est exprimé sur les
CSH et cette différence de distribution suggere que le role de la signalisation via ce récepteur
dans le développement hématopoiétique pourrait avoir des conséquences bien différéntes.
Chez I’humain, une mutation de Flt3 est une des causes les plus fréquentes du
développement de leucémies myéloides aigues. Nous avons noté que la majorité des cellules

cibles favorisées par 1’expression de Wnt4 expriment Flt3. Ceci suggére que ce récepteur

pourrait participer, de fagon indirecte, 4 I’induction des signaux de Wnt4.
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Ainsi, pour considérer I'utilisation de cette protéine dans le contexte de thérapie chez
I’humain, nous devons étre extrémement prudents. Par contre, les effets bénéfiques que
nous observons dans notre modele murin sont extrémement positifs et permettent d’entrevoir
avec optimisme 1’utilisation de cette famille de prot€ines, a signalisation non-canonique,

dans le cadre de plusieurs applications humaines intéressantes.

Now this is not the end.
It is not even the beginning of the end.
But it is, perhaps, the end of the beginning...

Sir Winston Churchill
(1874 - 1965)

as
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