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Abréviations
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AKI : acute kidney injury (insuffisance rénale aigue)
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with axonal spheroids and pigmented glia

Arg : arginase

BHE- barriere hémato-encéphalique
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CCL : CC chemokine ligand

CHS : contact hypersensitivity
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CSC : cancer stem cell

CSF : colony stimulating factor
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CXCL : CXC chemokine ligand

DAMP : damage-associated molecular pattern
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EMP : erythro-myeloid progenitors

ERK : extracellular Signal-regulated Kinase
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Gata-3 : Gata binding protein 3

GVHD : graft-versus-host-disease (maladie du greffon contre I’h6te)
GVL : graft-versus-leukemia

HBC : hepatitis B virus

HCC : hépatocarcinome cellulaire

HCV : hepatitis C virus

HIV : human immunodeficiency virus

HSC (foie) : hepatic stellate cells (cellules stellaires hépatiques)
IDO : indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase

IFN : interféron

IL : interleukine

ILC : innate lymphoid cell

IMC : indice de masse corporelle

iNOS : nducible T-cell COStimulator

IPEX : immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked
iTregs : induced Tregs

JNK : c-Jun N-terminal kinase

LC : cellule de Langerhans

M1 : macrophage de type 1 (pro-inflammatoire)

M2 : macrophage de type 2 (anti-inflammatoire)
MAPK : mitogen-activated protein kinase

MTEC : cellule épithéliale thymique médullaire
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NAFLD : Non-alcoholic fatty liver disease (maladie non stéatosique non alcoolique du foie)
NF-xB : Nuclear Factor Kappa B

NK : natural killer

NMDA : anti-N-methyl-D-aspartate

nTregs : natural Tregs

PAMP : pathogen-associated molecular patterns

pDC : cellule dendritique plasmacytoide

PRR : pattern recognition receptor

PTPC : protein tyrosin phosphatase {

RANKL : receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
RORyt : retinoid-related orphan receptor

ROS : reactive oxygen species

SNC : systeme nerveux central

Stat : signal transducer and activator of transcription

T-bet : T-box—containing protein expressed in T cells

TAM : tumor associated macrophage

Tc : T cytotoxique

TCR : T cell receptor

TEC : cellule tubulaire épithéliale

Tfh : T follicular helper

TGF : transforming growth factor

Th : T helper

TLR : toll like receptor

TNF : tumor necrosis factor

TRAIL : tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand
Tregs : cellules T régulatrices

TSDR : Treg-specific demethylated region
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I Introduction

La notion d’immunité remonte au V™ siécle av. J-C en Gréce grace a I'historien
Thucydides. La peste faisait rage a Athénes et il introduit le terme « immune » pour définir
les personnes ayant survécu une premiére fois a la maladie et qui n’y succombaient plus par
la suite. Plusieurs siecles plus tard différentes découvertes dont la variolisation par Edward
Jenner (1798), la vaccination par Louis Pasteur (années 1880), la distinction entre
I'immunologie cellulaire et humorale par Metchnikoff (fin des années 1800) et le modele
soi/non-soi par Burnet et Fenner (1949) ont permis de définir les bases de I'immunologie
moderne. La découverte des cytokines est plus tardive, en 1957 Isaacs et Lindenmann
identifient des « facteurs solubles » dont I'interféron de type | (IFN) capable d’interférer avec
la réplication virale (Isaacs and Lindenmann, 1957). Puis, en 1969 Dumonde et al. proposent
les appellations « lymphokines » et « monokines » selon leur origine cellulaire de sécrétion,
lymphocytes ou monocytes/macrophages agissant sur I'immunité cellulaire comme facteurs
de « communication » entre différentes cellules (Dumonde et al., 1969). C'est en 1974, suite
a la découverte d’une sécrétion de ces facteurs solubles non restreinte au systéeme
immunitaire, que le terme « cytokine » est proposé (Cohen et al., 1974). Le développement
de nouvelles techniques de biologie moléculaire dans les années 1980 aboutit aux premiers
clonages de cytokines, tels que les IFNs définissant plus précisément ces cytokines : leurs
récepteurs, leurs origines de sécrétion et leurs fonctions principales. Puis dans un second
temps, le développement de techniques de quantification permet aux scientifiques
d’adresser les différences d’expressions entre des conditions physiologiques et
pathologiques (Feldmann, 2008). L’'identification des cytokines apporte une nouvelle piste

de recherche dans la compréhension de la communication intercellulaire notamment au

niveau du systéme immunitaire.

Il. L’interleukine-34, véritable représentante de la complexité des cytokines
1. Les cytokines, cheffes d’orchestre de la communication cellulaire

Aujourd’hui, les cytokines regroupent plus de 100 protéines ou glycoprotéines
généralement de faible poids moléculaire (<30kDa) (Feldmann, 2008), divisées en six

groupes : les interférons (IFN), les interleukines (IL), les chimiokines, les facteurs de



croissance, les facteurs de nécrose tumorale (TNF) et plus récemment les adipokines, chaque
groupe rassemblant plusieurs cytokines partageant certaines fonctions. Les cytokines jouent
un role important dans la communication intercellulaire et peuvent étre divisées en deux
grandes catégories selon leur action pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire. Mais selon le
contexte donné, certaines cytokines ne sont pas régies par cette classification dichotomique
notamment dans le cadre du systeme immunitaire. Par exemple, I'IFNy est sécrété par les
lymphocytes T CD4", CD8" et natural killer (NK) et agit comme médiateur dans la défense
immunitaire via I'immunité innée et adaptative en participant, entre autres, a I’activation de
macrophages pro-inflammatoires (Nathan et al., 1983; Murray, 2017). Mais différentes
études ont mis en évidence que I'IFNy était aussi exprimé par les cellules T régulatrices
(Tregs) CD8'CD45RC"" et Tregs CD4'CD25'FoxP3" et jouait un rdle protecteur en
transplantation, dans le lupus érythémateux systémique ou encore dans le diabéte (Miihl
and Pfeilschifter, 2003; Guillonneau et al., 2007a; Thebault et al., 2007).

De par leurs actions pléiotropes, les cytokines sont impliquées dans de nombreux
processus biologiques cruciaux des le développement embryonnaire, dans I’homéostasie,
I'activation et l'inhibition des systémes immunitaires inné et adaptif ainsi que dans les

mécanismes du vieillissement (Dinarello, 2007).

1.1. Leréle des cytokines dans I’embryogénése

Lors de 'embryogénése, 'embryon est hautement sensible aux cytokines notamment
lors des phases d’implantation et de placentation. En effet, de nombreux leucocytes sont
présents dans la muqueuse de I'endometre et la sécrétion de cytokines par les cellules
épithéliales telles que les colony stimulating factors (CSF), I'lL-34 (Lindau et al., 2018), le
transforming growth factor  (TGFP) ou encore I'lL-10 favorisent la tolérance de I'embryon
(Cheng and Sharma, 2015; Qju et al., 2016). A I'inverse, un déséquilibre de la balance vers un
environnement pro-inflammatoire, en particulier le TNF, I'lFNy et le TNF-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL), agit de facon néfaste sur I'embryon pouvant aboutir a un
avortement spontané (Robertson et al., 2018). De facon intrinseque a I’embryon, les
cytokines jouent aussi un role clé dans le développement des différentes populations
cellulaires. Les cytokines participent également au développement du systeme nerveux

central dans lequel elles ont, entre autres, un role de neuro-protection en induisant la survie



des cellules ayant formé des connections, et a I'inverse déclenchant I'apoptose des cellules

échouant a la formation de ces connections (Deverman and Patterson, 2009).

1.2. Les cytokines, des facteurs solubles indispensables dans I'immunité

Les cytokines orchestrent la mise en place de la réponse inflammatoire nécessaire a
I’élimination du pathogene, tout en la modulant dans le but d’éviter une inflammation
chronique délétere. Lorsqu’un pathogene pénetre dans l'organisme, I'immunité innée
constitue la premiére ligne de défense. En particulier, les monocytes/macrophages et
cellules dendritiques possedent des pattern-recognition receptors (PRRs) a leur surface qui,
lorsqu’ils reconnaissent des déterminants d’origine virale ou microbienne, agissent
directement sur I'agent pathogene via la phagocytose ou indirectement par I’expression de
cytokines pro-inflammatoires telles que les interférons (Brubaker et al., 2015). Ces cellules
sont aussi nommées cellules présentatrices de I'antigéne (CPA) et sont capables de
présenter a leur surface des dérivés peptidiques du pathogene via le complexe majeur
d’histocomptabilité (CMH). Cette étape primaire d’activation est cruciale dans la mise en
place de la réponse adaptative qui est fortement dépendante des cytokines. En effet,
I'activation des lymphocytes T CD4" et CD8" naifs est régie par trois signaux ; le premier
représente la reconnaissance du complexe CMH/peptide présenté a la surface des CPA par
le T-cell receptor (TCR). Puis le second, le signal de co-stimulation tel que la liaison du CD28
au CD80/CD86 des CPAs. Enfin le signal cytokinique, en plus de la force d’interaction avec le
TCR (Boyton and Altmann, 2002), permet de différencier les cellules T naives en lymphocytes
T cytotoxiques (CTL) ou Tcl, Tc2, Tcl7 et Tregs pour les T CD8" et en T helper (Th)1, Th2,
Th17, T follicular helper (Tfh) ou Tregs induits (iTregs) pour les T CD4". Chacune des lignées
est définie par I'’environnement cytokinique et I'induction de facteur(s) de transcription.

Les lymphocytes T CD4" helper ont un rdle indirect mais prépondérant dans la
réponse immune via leur sécrétion de cytokines (Figure 1). Par exemple, sous I'action d’IFNy
et d’IL-12, les facteurs de transcription signal transducer and activator of transcription (Stat)
1 et Stat4 amorcent |'expression de T-box—containing protein expressed in T cells (T-bet)
aboutissant a la différenciation des T CD4" naifs en Th1. Ces cellules expriment I'IFNy et I'IL-
12 et sont spécialisées dans I'immunité cellulaire contre les microorganismes intracellulaires

et virus (Szabo et al., 2000). Les cellules Th2 sécrétrices d’IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 et IL-13 sont



impliquées dans la réponse humorale et I'immunité contre les parasites extracellulaires.
Sous l'influence d’IL-4 et d’IL-33 (Murakami-Satsutani et al., 2014), plusieurs facteurs de
transcription sont induits comme Stat3, Stat5 et Stat6 et activent Gata binding protein 3
(Gata-3) permettant la différenciation en Th2 (Stritesky et al., 2011). Découverte plus
récemment, les Th17 ont un réle de protection dans la muqueuse intestinale via la sécrétion
d’IL-17A/F, d’IL-21 et d’'IL-22 (Wei et al., 2007). Une combinaison de TGFf, IL-6, IL-21 et IL-23
permet d’activer I'expression du facteur de transcription retinoid-related orphan receptor
(ROR)yt induisant la phosphorylation de Stat3 (Chen et al., 2007). Les lymphocytes B jouent
aussi un réle prépondérant dans la réponse adaptative en sécrétant des immunoglobulines
(Ig) spécifiques de I'antigene. La commutation isotypique de ces cellules est induite par les T
follicular helper (Tfh) différenciés grace a I'lL-21 (Nurieva et al., 2008; Vogelzang et al., 2008).
Les cytokines jouent un réle crucial dans I'orchestration de la réponse immune, mais aussi
dans sa modulation puisqu’une stimulation via le TCR des lymphocytes T CD4" naifs en
présence de TGF} permet d’induire des iTregs. Ces Tregs différenciés en périphérie different
des Tregs naturels (nTregs) générés dans le thymus (Chen et al., 2003). Des liens étroits de
rétrocontréles existent entre chacune des lignées maintenant la stabilité de la réponse
immune et inversement a son déséquilibre pour enclencher les mécanismes de réparation
tissulaire apres une infection, ainsi que l'inhibition des cellules activées. En effet, I'IFNy
exprimé par les Thl inhibe la capacité des Th2 a produire I'lL-4 et I'IL-5 (Wensky et al., 2001).
Inversement I'lL-4 inhibe les Th1 par blocage de I'lIFNy (Wurtz et al., 2004). Néanmoins, un

mauvais rétrocontroéle de ces boucles peut aboutir au développement de pathologies.
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A la différence des lymphocytes T CD4", les sous-populations de lymphocytes T CD8
sont impliquées directement dans la lyse des cellules cibles grace a leur TCR restreint au
CMH-I, néanmoins leur différenciation induit des réles différents en fonction des tissus
(Figure 2). Les CTLs, activés via I'IL-12 ou les interférons de type |, agissent de facon directe
via le relargage de granzyme et/ou de perforine ainsi que I’expression de Fas ligand lysant
ainsi la cellule cible (Cox et al., 2011). Les Tc2 sont induites en présence d’IL-4 activant Gata-
3, aboutissant a I’expression des cytokines IL-4, IL-5, IL-13 ainsi que de perforine et granzyme
leur permettant de lyser la cible, mais de fagcon moindre que les CTL (Carter and Dutton,
1995). Un environnement ou I'lL-6, I'IL-17 et le TGFB sont présents permet d’induire des
Tcl7 caractérisés par l'expression des facteurs de transcription RORyt, Stat3 et IRF4
nécessaires a I'expression d’IL-17 et d’IL-21 (Liang et al., 2015). Enfin de maniere similaire
aux Tregs CD4", les nTregs CD8'CD28" émergent du thymus et expriment le TGF et I'lL-10
(Vuddamalay et al., 2016). Les iTregs CD8" induits en périphérie par différents mécanismes
dont l'utilisation de cytokines comme le TGFpB, I'lL-2 et I'lL-15 sécretent différentes
molécules immunosuppressives telles que I'IL-10, I'lL-34, I'IFNy, le TGFB ou le FGL2

(Gunnlaugsdottir et al., 2013; Bézie et al., 2018a, 2018b; Flippe et al., 2019a).
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En conclusion, les cytokines sont de formidables actrices de la communication aux
fonctions vastes et régulées avec des boucles de rétroactions. De nombreuses cytokines
partagent des fonctions communes, d’autres ont un réle dichotomique selon le contexte
démontrant la complexité du systéeme biologique. Ce réseau peut aboutir en cas de
dérégulation au développement d’inflammations chroniques. L’IL-34 est une cytokine
représentant cette complexité, c’est pourquoi il est important de comprendre son réle
physiologique ainsi que ses implications dans les pathologies afin de pouvoir établir des

stratégies thérapeutiques efficaces.

2. L’IL-34, bien plus qu’un analogue de CSF-1 dans la triade IL-34/CSF-1/CSF-1R
2.1. Ladécouverte et structure de I'IL-34

En 2008, I'équipe de Lin et al. a réalisé une vaste étude dans le but d’identifier de
nouvelles protéines et récepteurs impliqués dans les interactions cellulaires. Pour cela,
environ 3400 ADNc codant pour des protéines sécrétées ou des domaines extracellulaires de
protéines transmembranaires ont été transfectés dans les cellules 293T et analysés dans

différents tests de réponse cellulaire. Aprés une analyse statistique, seuls 9 candidats ayant



la plus grande spécificité et sélectivité parmi lesquels figurent le CSF-1 (ou M-CSF) et I'IL-15,
ont été retenus. L’attention a été portée sur une protéine encore non caractérisée : I'lL-34.
Cette cytokine se fixe de facon spécifique aux monocytes humains CD14" et induit leur
survie/prolifération (Lin et al., 2008).

La séquence de I'lL-34 ne varie que d’un seul acide aminé (AA) par rapport a sa
séquence hypothétique enregistrée dans la banque de données GenBank (Cl6orf77,
NP_689669) et est conservée entre les espéces parmi tous les vertébrés, avec une similarité
de la séquence humaine de 99,6%, 72% et 71% avec le chimpanzé, rat et souris
respectivement (Garceau et al.,, 2010). Le géne humain /L34 est situé sur le chromosome
16022.1 entre deux genes : les loci Vacl4 et Snord111, et de maniere homologue chez le
chimpanzé, le rat et la souris. De facon intéressante, la séquence ne présente aucun
domaine ou motif consensus pouvant étre retrouvés dans d’autres cytokines. L’'IL-34 est une
cytokine homodimérique de 242 AA chez ’'Homme et 235 AA chez la souris d’'une masse
moléculaire de 39kDa par monomere (Lin et al., 2008). Chez 'Homme et la souris, les pré-
ARN de I'lL34 peuvent étre épissés d’un codon CAG aboutissant a la formation de deux
isoformes, avec ou sans une glutamine en position 81. Par ailleurs, I'isoforme ne présentant
pas la glutamine (-Q81) est moins active in vitro (Wei et al., 2010a). Les études
cristallographiques ont mis en évidence la présence de 2 feuillets 3 et de 6 hélices a (1-6) en
formation antiparalléle et les hélices 1, 3, 4 et 6 forment la structure centrale a quatre
hélices caractéristique des cytokines hélicoidales (Ma et al., 2012c) (Figure 3). Par ailleurs,
plusieurs N-glycosylations vitales pour la stabilité de la cytokine sont présentes sur les
asparagines (Asn)76 et Asn100. La dimérisation se réalise via des interactions hydrophobes
en formation « head-to-head » connectant la boucle al-B1 et la boucle a3-04 d’un autre

monomere (Liu et al., 2012).

Figure 3: Représentation de la structure de I'lL-34 humaine sous forme dimérique (Ma et al., 2012c).



2.2. Les récepteurs et voies de signalisation de I’lIL-34 différent du CSF-1
a. Le CSF-1R (CD115 ou M-CSFR), partagé avec le CSF-1

Parallelement a la découverte de I'IL-34, Lin et al. ont aussi identifié son récepteur le
CSF-1R (CD115 ou M-CSFR) mettant en évidence un ligand alternatif au CSF-1. En effet, son
blocage par un anticorps inhibe les effets de I'IL-34 sur la survie et la prolifération des
monocytes (Lin et al., 2008). CSF-1R est une glycoprotéine exprimée a la surface cellulaire
encodée par le proto-oncogéne c-fms ou CSF1R associée a une activité de tyrosine kinase
(Sherr et al, 1985). Exprimé de facon pléiotropique notamment par les
monocytes/macrophages, les ostéoclastes, les cellules de Langerhans, la microglie et les
cellules de Paneth, le CSF-1R est un régulateur important dans leur survie, leur prolifération
et leur différenciation. Son expression a aussi été retrouvée au niveau des progéniteurs
neuronaux, des neurones, des cellules de la lignée trophoblastique, des lymphocytes B, des
cellules du muscle lisse, et des cellules épithéliales du rein et du colon (Stanley and Chitu,
2014; Guillonneau et al., 2017a).

Les souris et rats déficients en Csfir ont un phénotype sévére comprenant une
absence de dents, un défaut en monocytes/macrophages, une ostéopétrose, un retard de
croissance, une faible fertilité et espérance de vie et un défaut du squelette (Dai et al., 2002;
Pridans et al., 2018). De maniére intéressante, en comparaison a des souris déficientes en
Csf1, les souris déficientes en Csflr présentent des symptomes majoritairement similaires,
mais I'ostéopétrose est plus sévére, ainsi que le défaut en macrophages, notamment en
microglie et en cellules de Langerhans au niveau du systeme nerveux central et de la peau
respectivement (Leonard et al., 1974; Dai et al., 2002). Ces résultats ont permis d’émettre
I’hypothese d’un second ligand aux fonctions indépendantes de CSF-1. De plus, une délétion
du super enhancer fms-intronic regulatory element (FIRE) situé dans l'intron 2 induit une
déficience en macrophages dans I’embryon, en microglie, et en macrophages résidents de la
peau, du rein, du coeur et du péritoine. Chez ces souris, les monocytes et leurs progéniteurs
n’expriment pas Csf1r, mais I’'homéostasie des autres populations de macrophages n’est pas
impactée. De maniére intéressante, les souris déficientes en FIRE ne présentent aucun des
symptdémes ostéopétrotiques, ni retard de croissance ou de fertilité présents chez les souris

Csflr'/' (Rojo et al., 2019).



La fixation d’un ligand sur CSF-1R induit une rapide dimérisation suivie d’une auto-
phosphorylation de plusieurs tyrosine kinases dont Tyr807, Tyr559 et Tyr 544 situées sur le
domaine cytoplasmique (Figure 4). Ces phosphorylations induisent le recrutement de
protéines adaptatrices et d’autres kinases aboutissant a I'activation de plusieurs voies de
signalisation dont extracellular signal-requlated kinases (ERK)1/2, Stat3, focal adhesion
kinase (FAK), protein kinase B (PBK)/AKT et nuclear Factor Kappa B (NF-kB) permettant
I'induction de la survie, la prolifération, la différenciation, I’angiogenése, I'adhésion et la

migration de la cellule cible (Chihara et al., 2010).
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Figure 4: Schéma représentant les voies de signalisation induites par l'interaction IL-34/CSF-1R (adapté de
Zhou et al., 2016a). P : phosphorylation.

L'IL-34 et le CSF-1 partagent le méme récepteur, néanmoins des études
cristallographiques ont montré que les fixations de I'lL-34 et du CSF-1 a ce récepteur sont
différentes (Figure 5). D’une part, l'interaction IL-34/CSF-1R dépend d’acides aminés
hydrophobes et de liaisons hydrogénes alors que I'interaction CSF-1/CSF-1R repose sur des
liaisons salines, ainsi I'affinité de I'lL-34/CSF1-R est plus importante que l'interaction CSF-
1/CSF-1R (Wei et al., 20103; Liu et al., 2012). En effet la constante de dissociation de I'IL-34
est de 1 pM contre 34 pM pour le CSF-1 (Lin et al., 2008). Cette différence suggére que la
fixation de I'IL-34 induit des signaux transmembranaires plus importants (Garceau et al.,

2010). Ces différences induisent une activation différente en aval de CSF-1R. L'IL-34



phosphoryle plus intensément Tyr546 et Tyr699 tout comme FAK et mitogen-activated
protein kinase (MAPK) aboutissant a des différences entre les macrophages différenciés. De
maniere générale, les macrophages différenciés avec I'lL-34 ou le CSF-1 partagent un
phénotype similaire, mais I'lL-34 induit des macrophages exprimant moins de CD54 et de
monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) et a I'inverse HLA-DR et eotaxin-2 sont plus
exprimés par rapport a des macrophages différenciés avec le CSF-1 (Chihara et al., 2010). De
plus, Boulakirba et al. ont mis en évidence que la fixation de I'lL-34 au CSF-1R présent a la
surface des monocytes induit I'activation des caspases et des voies de signalisation de
I’'autophagie nécessaires a la différenciation des monocytes en macrophages (Boulakirba et
al., 2018). Enfin de maniere intéressante, I'équipe de Ségaliny et al. ont mis en évidence la
capacité de I'lL-34 et du CSF-1 a former un hétérodimere se fixant sur CSF-1R induisant une
signalisation intracellulaire plus forte et des effets sur la viabilité et la prolifération plus
importants a faible dose (Ségaliny et al., 2015a). Des études supplémentaires sont
nécessaires afin de comprendre ce nouveau role et son implication dans I’"homéostasie

cellulaire.

Figure 5: Représentation schématique des différences d’interactions entre IL-34/CSF-1R et CSF-1/CSF-1R
(Felix et al., 2013).

b. Le protein-tyrosine phosphatase ( (PTP(), un second
récepteur de I'IL-34

En 2013, un second récepteur pour I'IL-34 (non partagé avec le CSF-1) a été identifié,
le protein-tyrosine phosphatase ¢ (PTPC) par I'équipe de Nandi et al. augmentant les
fonctions possibles de I'lL-34. C’est un protéoglycane a base de sulfate de chondroitine

exprimé par différents types cellulaires comme les progéniteurs neuronaux, la glie, les
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cellules de glioblastome (Nandi et al., 2013) ou encore par les lymphocytes B (Cohen et al.,
2012), les cellules tubulaires du rein (Baek et al., 2015) ainsi que par les
monocytes/macrophages mais a un plus faible niveau que CSF-1R (Zwicker et al., 2016). Une
expression du transcrit au niveau du colon et de I'iléon a aussi été démontrée (Zwicker et al.,
2015). En plus de I'lL-34, PTPC posséde d’autres ligands comme le facteur de croissance
pleiotrophin ou la protéine de la matrice extra-cellulaire tenascin-R. La fixation de I'IL-34
induit la phosphorylation de FAK, paxillin et G protein-coupled receptor kinase interactor
1/Cool-associated, tyrosine phosphorylated-1 (GIT1/Cat-1) aboutissant a I'inhibition de la
prolifération, de la clonogénicité et de la motilité de la lignée de glioblastome U251 (Nandi
et al., 2013) (Figure 6). De par son expression préférentielle dans le systéme nerveux central
et aberrante dans les glioblastomes, les lignées de glioblastomes humain U251 et de rat C6
sont des modeéles tumoraux tres fortement utilisés ou PTPC est utilisé comme cible
thérapeutique inhibant la croissance tumorale (Fujikawa et al., 2016, 2017). A noter que ces

cellules expriment aussi le CSF-1R (De et al., 2016).

PTPE

T
Paxilline
Paxilinep €£K>P

\ -
\
\ ’

. g Transcription

Motilité, prolifération et clonogénicité
Cytoplasme

Figure 6: Schéma représentant les voies de signalisation induites par l'interaction IL-34/PTP{ au niveau du
SNC (adapté de Zhou et al., 2016a). P : phosphorylation.

C. Le CD138 ou Syndecan-1, un co-récepteur de CSF-1R

modulant la biodisponibilité et fonction de I’IL-34

Dans une étude s’intéressant a la possibilité d’'un autre récepteur de I'IL-34 modulant

sa biodisponibilité et/ou ses fonctions, Ségaliny et al. ont mis en évidence la fixation de I'IL-
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34 de faible affinité au CD138 ou syndécan-1, et ceci de maniére indépendante du CSF-1
(Segaliny et al., 2015a) (Figure 7). Syndecan-1 fait partie de la famille des protéoglycanes a
base de chaines de sulfate de chondroitine et de sulfate d’héparane et est principalement
exprimé par les cellules épithéliales (Saunders et al., 1989), les plasmocytes ou les cellules
cancéreuses (Teng et al., 2012). Les facteurs de croissance sont les ligands principaux des
syndécans (Kresse and Schonherr, 2001) qui peuvent réguler leur activité en influencant leur
stabilité, leur conformation, leur oligomérisation ou leur compartimentalisation. Les
syndécans agissent comme co-récepteurs catalysant la fixation entre un ligand et son
récepteur et sont impliqués dans de nombreux processus biologiques dont la chimiotaxie
cellulaire et I'adhésion cellulaire. Bien qu’étant impligué dans de nombreux processus
cruciaux, les souris déficientes en syndécan-1 ne présentent pas de symptomes séveres a
I’état basal, mais I'induction d’une pathologie chez ces souris aboutit a des conséquences
dramatiques mettant en évidence ses rbles dont la résolution de l'inflammation et le
remodelage de la matrice extra-cellulaire (Teng et al., 2012).

Ségaliny et al. ont identifié une faible expression de CD138 par les macrophages de
type M2a. CD138 agit comme co-récepteur de CSF-1R, ainsi la fixation de I'IL-34 module la
signalisation en aval de CSF-1R induisant la migration des cellules myéloides. En effet, en
plus des voies induites via le CSF-1R, la phosphorylation de Tyr223 est augmentée, laquelle
est associée aux voies de signalisation impliquées dans la migration cellulaire (Segaliny et al.,
2015a). Une faible expression de CD138 permet de moduler la biodisponibilité de I'IL-34 en
la séquestrant limitant son action sur CSF-1R. A l'inverse une forte expression du co-
récepteur CD138 va induire une signalisation plus importante de CSF-1R pouvant expliquer

les différences d’intensité de signalisation entre IL-34 et le CSF-1.

Moderate expression of syndecan-1 High expression of syndecan-1

Figure 7: Schéma représentant l'interaction IL-34/CD138/CSF-1R en fonction du niveau d’expression de
CD138 (Segaliny et al., 2015b). CS : sulfate de chondroitine.
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2.3. Le CSF-1, une cytokine aux fonctions définies

Le CSF-1, découvert en 1980, partage avec I'lL-34 le récepteur CSF-1R dont le réle et
les fonctions sont mieux définies. Le CSF-1 appartient aux CSF connus comme stimulant la
production des granulocytes et macrophages a partir des précurseurs hématopoiétiques in
vitro (Das et al., 1980). Selon leur cible, quatre différentes sous classes ont aujourd’hui été
identifiées : le CSF-1, le granulocyte macrophage-CSF (GM-CSF), le granulocyte-CSF (G-CSF)
et le multipotential-CSF ou IL-3 (Metcalf, 2013).

Situé sur le chromosome 1p13.3 chez 'Homme, sur le chromosome 3 chez la souris
et 2 chez le rat (Chockalingam and Ghosh, 2014), trois différentes isoformes de CSF-1 actives
sous forme dimérique ont été identifiées selon I'épissage alternatif et les modifications post-
traductionnelles : une isoforme prédominante sous forme de protéoglycane secrétée, une
glycoprotéine secrétée et une forme ancrée a la surface cellulaire (Shadle et al., 1989; Pandit
et al.,, 1992).

A la différence de I'IL-34, le CSF-1 est exprimé de maniére constitutive par les
fibroblastes, les cellules endothéliales, les cellules stromales, les macrophages, les cellules
du muscle lisse et les ostéoblastes. Le CSF-1 induit, via son récepteur CSF-1R, la
différenciation des macrophages a partir de leurs précurseurs hématopoiétiques ainsi que
leur survie et prolifération (Hamilton, 2008). Le CSF-1 agit principalement sur les cellules de
la lignée trophoblastique et les cellules hématopoiétiques du compartiment monocytaire
(Sasmono and Williams, 2012), mais I'expression de son récepteur étant plus large, le CSF-1
peut aussi agir sur les cellules de Paneth de l'intestin gréle (Huynh et al., 2009, 2013), les
cellules neuronales (Nandi et al., 2012) ainsi que les cellules épithéliales tubulaires du rein
(Menke et al.,, 2009a). La régulation de CSF-1 dans des conditions homéostatiques est
réalisée via I'endocytose du complexe CSF-1/CSF-1R (Bartocci et al., 1987).

L’étendu du role de CSF-1 dans le développement et I’'homéostasie des macrophages
a été mis en évidence, en partie, grace aux études des souris op/op qui présentent une
mutation dans la région codante du géne Csf1 aboutissant a une expression nulle de cette
cytokine (Wiktor-Jedrzejczak et al., 1990; Yoshida et al., 1990) (Figure 8). L'impact de cette
déficience est pléiotrope, la conséquence majeure est un phénotype ostéopétrotique di a
une déficience en ostéoclastes bien que spontanément corrigée avec |I’age via les facteurs de

croissance vasculaires endothéliaux (Begg and Bertoncello, 1993; Niida et al., 1999). Le role
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de CSF-1 dans l'ostéoclastogénése a aussi été étudié chez le rat grace a la souche tl/tl
présentant un décalage du cadre de lecture spontané dans la séquence Csfl aboutissant a
une absence d’expression transcriptionnelle et protéique (Cotton and Gaines, 1974). Malgré
une déficience en Csf1 similaire a la souris op/op, le rat tl/tl (déficient en Csf1) présente un
phénotype ostéopétrotique plus sévere et non corrigé avec I’age. Mais I'injection de CSF-1
recombinant permet de corriger la majorité des symptomes (Wesenbeeck et al., 2002) via
I'induction de I'ostéoclastogénése en association au receptor activator of nuclear factor x-B
ligand (RANKL) (Weir et al., 1996). Les souris op/op présentent aussi une déficience des
dents, un retard de croissance accompagné d’une faible prise de poids, un défaut de fertilité,
des anomalies du squelette, neurologiques ainsi qu’un important défaut en
monocytes/macrophages résidents, cellules dendritiques, cellules de Kupffer et microglie
(Wiktor-Jedrzejczak et al., 1982; Felix et al., 1990; Chitu and Stanley, 2006). De maniére
intéressante la déficience en cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) et en cellules

high

dendritiques CD11c ™" est expliquée par leur expression du récepteur Csfir (MacDonald et

al., 2005). Confirmé par une étude in vitro, le CSF-1 est capable de différencier les pDC et

heh 3 partir de précurseurs de la moelle osseuse (Fancke et al.,

cellules dendritiques CD11c
2008).

Le CSF-1 est capable d’induire des macrophages de type 2 in vitro. Néanmoins
certaines études considerent que le CSF-1 permet d’induire des macrophages MO qui selon
I’environnement cytokinique seront polarisés en macrophages de type 1 (M1: pro-
inflammatoire) ou de type 2 (M2: anti-inflammatoire) (Murray et al., 2014). CSF-1 a
premierement été décrit comme un facteur d’expansion des cellules monocytaires chez la
souris (Hume et al., 1988), le rat (Ulich et al., 1990), le primate non humain (Munn et al.,
1990) et I'Homme (VandePol and Garnick, 1991). Puis I'équipe de Verreck et al. a étudié le
phénotype des monocytes différenciés par le CSF-1. Les macrophages acquiérent un
phénotype de type M2 incluant une expression élevée d’IL-10, de C-C motif chemokine
ligand 2 (CCL2 ou MCP-1) et de CD163 et au contraire une expression plus faible de CD86 et
de HLA-DR et quasi nulle d’IL-12 et d’IL-23 inhibant ainsi la réponse Th1 (Fleetwood et al.,
2007). Les macrophages induits par le CSF-1 expriment aussi des cytokines telles que I'IL-8, le
CCL5 (ou RANTES), le CCL3 (ou MIP-1a), le CCL4 (ou MIP-1B), le C-X-C motif chemokine
ligand 10 (CXCL10 ou IP-10) et les marqueurs toll like receptor 2 (TLR2) et TLR4, leur

permettant de recruter les cellules sur le lieu de I'infection afin d’exercer une activité de
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phagocytose (Verreck et al., 2004, 2006). Des études suggerent que le CSF-1 permet de
maintenir I’homéostasie via un mécanisme de résistance ou le milieu doit étre suffisamment
concentré en cytokines pro-inflammatoires (GM-CSF par exemple) pour surpasser |'effet du
CSF-1. En effet, a I’état basal les macrophages ont plus de chance d’étre exposés au CSF-1
gu’a des cytokines pro-inflammatoires favorisant un environnement tolérogene (Fleetwood
et al., 2007; Hamilton, 2008). Cette fonction de maintien de I’état homéostatique suggére
gue les macrophages différenciés par le CSF-1 permettent d’éviter I'activation anarchique du
systéme immunitaire.

De par son réle dans la survie, la prolifération, la différenciation et I’activation des
macrophages, le CSF-1 a été étudié dans différentes pathologies inflammatoires, auto-
immunes et cancers.

La contribution de CSF-1 dans le développement du lupus néphrétique a été mise en

évidence grace au modéle murin MRL-Fas"™

. Les cellules tubulaires épithéliales (TEC) rénales
expriment fortement le CSF-1 et le taux sérique de cette cytokine corréle avec le
développement de la maladie (Yui et al., 1991; Menke et al., 2009b, 2009a). De plus, les
souris op/op, déficientes en Csfl sont résistantes au développement du lupus néphrétique
(Lenda et al., 2004) alors que l'injection de CSF-1 induit un développement plus rapide et
sévere du lupus. Au niveau rénal, le CSF-1 induit le recrutement de monocytes différenciés
en macrophages qui vont détruire les TEC par apoptose (Menke et al.,, 2009b). Chez
I'Homme, une expression élevée de CSF-1 corréle aussi positivement avec le développement
du lupus (Menke et al., 2015), ainsi qu’avec l'infiltration et la prolifération des macrophages
intra-glomérulaires chez les patients souffrant de glomérulonéphrite (Matsuda et al., 1996).
Cependant dans un autre modeéle de lupus chez la souris NZB/W F1 développant un lupus
accéléré via une surexpression d’IFNa, le blocage du CSF-1 par une anticorps n’a aucun effet
sur la cinétique et sévérité de la pathologie (Lin et al., 2019). Le CSF-1 est aussi associé a la
polyarthrite rhumatoide. En effet chez le rat l'injection de cette cytokine induit une
pathologie plus sévére (Abd et al., 1991). De plus, les souris déficientes en CSF-1 sont
résistantes a I'induction de cette pathologie confirmant I'implication du CSF-1 (Campbell et
al., 2000) (tableau IV, p71). Chez les patients, le taux de CSF-1 est aussi plus élevé, il est
exprimé par les fibroblastes synoviaux et en association RANKL, le CSF-1 induit des
ostéoclastes détruisant I’os a partir des macrophages CD14" présents dans le liquide synovial

(Danks et al., 2002).
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L'implication de CSF-1 dans le cadre des cancers a aussi été mis en évidence. En effet,
chez ’'Homme, CSF-1 est un marqueur du carcinome mammaire, ovarien, de I'endomeétre
(Kacinski, 1995), pulmonaire (Baghdadi et al., 2018a), hépatique (Budhu et al., 2006) et des
cellules géantes ténosynoviales (Cupp et al., 2007). Dans ce cadre, le CSF-1 participe au
recrutement, a la survie, a la prolifération des tumor-associated macrophages (TAM) vers un
phénotype immunosuppresseur grace au leukemia inhibitory factor (LIF) et I'lL-6 (Duluc et
al.,, 2007). Ces cellules sont l'une des populations majoritaires du microenvironnement
tumoral et participent a la croissance tumorale ainsi qu’a la malignité de la tumeur
(Pyonteck et al., 2013; Noy and Pollard, 2014). Une étude sur les souris op/op menée par Lin
et al. a mis en évidence que I'absence de CSF-1 n’avait pas d’effet sur la croissance de la
tumeur mammaire primaire, mais que le CSF-1 était impliqué dans le développement de
métastases pulmonaires via le recrutement de macrophages (Lin et al., 2001) (tableau IV,
p71). L'équipe de Foucher et al. a mis en évidence que les macrophages différenciés avec le
CSF-1 permettait d’induire des macrophages de phénotype M2 similaires aux TAM. Ces
macrophages sont capables d’inhiber la prolifération de lymphocytes allogéniques de la
méme maniere que des macrophages différenciés avec I'lL-34, et ceci a l'inverse de
macrophages polarisés avec le GM-CSF de phénotype M1 (Foucher et al., 2013). Dans les
épanchements pleureux des patients atteints de mésothéliome, les monocytes sont recrutés
sous l'influence de CCL2 et de fortes concentrations de CSF-1 sont retrouvées. Cette cytokine
permet, de facon indépendante de [I'IL-34, d’induire des macrophages de type 2
CD14"8"cD163"8" favorisant I’environnement pro-tumoral (Chéné et al.,, 2016). Cest
pourquoi de nombreux essais cliniques utilisent des inhibiteurs de CSF-1R ou des anticorps
bloquants anti-CSF-1 dans le cadre de cancer pour limiter la progression tumorale et
augmenter la survie. Les anticorps anti-CSF-1 sont en cours d’essai dans les cancers a cellules
géantes (NCT01643850), dans les cancers a tumeurs solides (NCT02554812) ou dans les
mélanomes (NCT02807844) par exemple (Cannarile et al., 2017). Dans d’autres études, le
CSF-1 est bénéfique. En effet, 'administration de CSF-1 est utilisée dans la prévention des
métastases de mélanome de phase | (Cole et al., 1994). Dans le cadre du glioblastome, une
forte expression de CSF-1 est un facteur de bon pronostic (Serao et al., 2011).

En transplantation, le role de CSF-1 reste a élucider. En effet, I'administration d’un
anticorps bloquant dirigé contre le CSF-1 réduit I'accumulation et la prolifération des

macrophages lors d’une allo-transplantation rénale chez la souris (Jose et al., 2003). Lors d’

16



une greffe de moelle osseuse allogénique murine, I'injection de CSF-1 augmente le rejet via
la stimulation de monocytes et |'activité des cellules NK (Blazar et al., 1992). De plus dans
une greffe de peau xénogénique d’un rat donneur vers une souris op/op receveuse, le rejet
est retardé (Zhao et al., 2003) suggérant que le CSF-1 est impliqué dans le rejet. Mais dans
un contexte de greffe de peau allogénique murine, I'injection d’une forte dose de CSF-1
retarde le rejet via I'inhibition de cytokines pro-inflammatoires (Nishina et al., 2004). De
maniere similaire, un prétraitement avec du CSF-1 des souris receveuses de cellules
hématopoiétiques allogéniques induit I’expansion de macrophages et réduit la prolifération
des lymphocytes T du donneur aboutissant a une maladie du greffon contre I’h6te (GVHD)
diminuée (Hashimoto et al., 2011). Ces études suggérent que le role prépondérant de CSF-1
serait de maintenir I’homéostasie des macrophages, mais lors d’'une surexpression, CSF-1
pourrait agir sur ces macrophages en les polarisant vers un profil M2 bénéfique en
transplantation. En effet, dans un modéle d’allotransplantation cardiaque chez la souris, une
déficience en Csf1 rompt la tolérance médiée par le blocage de la voie de co-stimulation
CD40-CD40L. Fonctionnellement, dans ce modeéle, CSF-1 est produit par les neutrophiles et
permet la génération de M2 inhibant la prolifération des CTL (Braza et al., 2018) (tableau IV,
p71). De plus, suite au blocage de la voie de co-stimulation CD40-CD40L induisant une
tolérance a l'allotransplantation cardiaque chez la souris, des macrophages DC-SIGN*
s’accumulent intra-greffon sous la dépendance de CSF-1. Ces macrophages induisent alors
un environnement tolérogéne via l'inhibition des CTL et I’expansion des Tregs CD4 FoxP3"
(Conde et al., 2015). Riquelme et al. ont démontré que CSF-1 en association a I'IFNy
permettait d’'induire des macrophages au phénotype régulateur chez la souris différents des
macrophages décrits. Ces macrophages inhibent la prolifération des lymphocytes T in vitro
de facon dépendante d’inducible nitric oxide synthase (iNOS) et prolongent la survie
d’allogreffe cardiaque (Riquelme et al., 2012). C'est pourquoi les macrophages différenciés
avec le CSF-1 et I'lFNy a partir de monocytes humains CD14" sont actuellement en phase I/II
de l'essai clinigue de la One Study « ONEmregl2 » (clinicaltrials.gov: NCT02085629)
(Broichhausen et al., 2012).
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Figure 8: Schéma représentant les roles principaux de CSF-1 dans I'noméostasie et dans les pathologies. TEC :
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2.4. L’expression de I'IL-34
a. Son expression en conditions physiologiques

L'IL-34 est une cytokine impliquée dés le développement embryonnaire ol son
expression est fortement retrouvée dans le cerveau de I’embryon de souris a E11.5 et E17.5
et ceci bien avant I'expression de Csfl. Dans la peau de I'embryon a E17.5, Csfl est
détectable seulement dans le derme, a l'inverse I'lI34 est spécifiguement exprimée dans
I’épiderme et son taux reste élevé tout au long de la vie de I'animal. A I'dge adulte,
I'expression d’/134 est plus importante dans la majorité des zones du cerveau et du cceur,
mais inférieure a celle du Csf1 dans I'utérus (Wei et al., 2010a; Greter et al., 2012).

Dans le but d’identifier les sources cellulaires d’IL-34, Wang et al. ont généré des
souris transgéniques dans lesquelles les exons 3 a 5 du gene /134 ont été remplacés par une
cassette LacZ (/134"°“*%%), permettant de visualiser les expressions tissulaire et cellulaire de

I'IL-34 grace au substrat de la -galactosidase le X-gal. A I'age adulte, I'lL-34 est exprimée
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dans différents tissus incluant la peau, les reins, les testicules et le cerveau au niveau du
cortex cérébral, ’hippocampe et le liquide céphalo-rachidien mais pas dans le cervelet. Cette
équipe et de fagon reproductible avec Greter et al., ont aussi identifié les sources cellulaires
d’IL-34 dont les majoritaires sont les neurones et les kératinocytes, et dans une moindre
mesure les follicules pileux, les cellules rénales du tubule proximal et les cellules germinales
des tubules séminiferes (Greter et al., 2012; Wang et al., 2012a).

Chez 'Homme, Lindeau et al., ont montré que I'/L34 est présente a I'interface foeto-
maternelle via une expression par les cellules stromales résiduelles et par les cyto- et
syncytiotrophoblastes placentaires (Lindau et al., 2018). A I'age adulte, 'ARNm de I'/L34 est
retrouvé dans divers tissus comprenant le coeur, le cerveau, la peau, les poumons, le foie, les
reins, la rate, le thymus, les testicules, les ovaires, I'intestin gréle, le colon et la prostate (Lin
et al., 2008). Au niveau du cerveau, de facon similaire a la souris, I'/L34 est majoritairement
exprimée dans le cortex cérébral et I'hippocampe, a linverse Csfl prédomine dans le
cervelet (Kana et al., 2019a). Les cellules ostéoclastes-like ont aussi été rapportées comme
source d’IL-34 mais pas les ostéoblastes (Baud’huin et al., 2010). Enfin, notre équipe a
récemment montré que les Tregs CD4'FoxP3" et Tregs CD8'FoxP3" du rongeur et de
'Homme expriment I'IL-34 (Bézie et al., 2015a), mettant en évidence une nouvelle source

cellulaire et adressant la question de son rdle dans les fonctions suppressives des Tregs.

b. Les cellules T régulatrices, actrices de Ila tolérance
périphérique

Les cellules régulatrices appartiennent a I'immunité adaptative et participent
activement a la tolérance périphérique via la suppression/régulation de la réponse immune
nécessaire au maintien de ’lhoméostasie. En 1970, Gershon et Kondo démontrent |’existence
de cellules suppressives dans un modeéle murin thymectomisé, irradié, reconstitué avec des
cellules syngéniques de la moelle osseuse et traité avec une forte dose de globules rouges
de mouton (SRBC). En effet, I'injection de thymocytes précédant une seconde exposition aux
SRBC induit une absence de réponse anti-SRBC. Ces résultats mettent en évidence une
population qui dérive des thymocytes impliquée dans la suppression (Gershon and Kondo).
Peu étudiés dans les années qui suivent, c’est I'équipe de Sakaguchi et al. en 1995 qui

identifie le premier marqueur des Tregs CD4", le CD25. En effet, chez la souris la déplétion
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néonatale des cellules CD25" par un anticorps induit I'apparition de symptémes auto-
immuns, alors que l'injection de lymphocytes T CD4°CD25" permet de rétablir I’équilibre
immun (Sakaguchi et al., 1995). La découverte du facteur de transcription FoxP3 a permis de
mieux définir les cellules T régulatrices. En effet, le géne Foxp3 est situé sur le chromosome
X et sa mutation spontanée est retrouvée chez les souris scurfy (Brunkow et al., 2001) qui
présentent une auto-immunité |étale et une absence de Tregs. Ce phénotype est similaire
aux patients souffrant d’/mmune-dysfunction, Polyendocrinopathy, Enteropahty, X-linked
(IPEX) chez lesquels le géne FOXP3 est aussi muté (Chatila et al., 2000; Wildin et al., 2001).
Ces patients possedent des lymphocytes T cD4*cp25" n’exprimant pas FOXP3 aboutissant a
I'absence de fonctions régulatrices (Bacchetta et al., 2006). Ces travaux ont permis
d’identifier FOXP3 comme un marqueur des Tregs CD4"CD25", néanmoins FOXP3 est aussi
exprimé de facon transitoire par les lymphocytes T activés, en particulier chez I’'Homme par
rapport a la souris. L'étude des marques épigénétiques notamment de I'état de la
méthylation du locus FoxP3, a permis de préciser que |'expression de FoxP3 est contrélée
par la méthylation d’une région conservée de FoxP3 riche en CpG, le Treg-specific
demethylated region (TSDR). La déméthylation de TSDR est associée a une expression stable
de Foxp3 par les Tregs, a I'inverse des lymphocytes T effecteurs présentant un TSDR méthylé
(Polansky et al., 2008). De plus, dans le cadre de la transplantation, le niveau d’expression de
FoxP3 par les Tregs CD4'CD25" corréle positivement avec leur activité suppressive (Chauhan
et al., 2009).

Deux types de Tregs existent, les nTregs sont générés dans le thymus et sont ainsi
spécifiques du soi, cependant les mécanismes exacts d’évasion a la sélection sont peu
connus. Il semblerait que les lymphocytes possédant une spécificité pour un tissu sont
stimulés de facon modérée par les CPA thymiques via leur TCR induisant les signaux
nécessaires a la formation des Tregs dont I’expression de FoxP3 (Jordan et al., 2001;
Apostolou et al., 2002; Morikawa and Sakaguchi, 2014). La spécificité des nTregs pour les
antigenes du soi les rend trés importants dans la prévention des maladies auto-immunes. De
plus, les nTregs expriment le facteur de transcription Helios (Thornton et al., 2010) et Nrp-1
(Yadav et al., 2012) les distinguant des Tregs induits. Les iTregs (in vitro) ou pTregs (in vivo)
sont induits en dehors du thymus a partir des T CD4°CD25" en présence de TGFp et d’IL-2
induisant I'expression de FoxP3 (Horwitz et al.,, 2008). Leurs fonctions sembleraient étre

dédiées a l'induction d’une tolérance envers les bactéries commensales, les aliments, les
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allergénes, le feetus ainsi que lors d’inflammations/infections. Mais les iTregs sont moins
stables que les nTregs, ceci pourrait étre di a I'état de méthylation de FoxP3. Les
manipulations des marques épigénétiques des iTregs notamment du TSDR permettraient
d’améliorer leur stabilité pour leur utilisation en thérapie cellulaire (Kanamori et al., 2016).
Par ailleurs, des études récentes ont mis en évidence la capacité des Tregs
CD4'CD25'FoxP3*CCR6" périphériques a re-circuler dans le thymus. Cette migration est
dépendante de AIRE, un facteur de transcription impliqué dans la sélection négative, qui
induit I'expression de CCL20 par les mTEC (Cowan et al., 2018), les Tregs périphériques
inhibent alors spécifiquement le développement des Tregs de novo par déprivation d’IL-2
(Thiault et al., 2015). Ce mécanisme identifie un nouveau role de AIRE différent de son réle
de facteur de transcription médiant la sélection négative.

Aujourd’hui, il existe de nombreuses populations de Tregs mais le nombre de
marqueurs spécifiques est assez restreint (Tableau ). Les Tregs plus décrites sont les Tregs
CD4'CD25'FoxP3", d’autres populations comme les Tregs CD8", les Tregs CD4" Tr1, les Tregs
CD4" Th3, les Tregs 6 et les NKTregs ont aussi été étudiées (Zhao et al., 2017; Bézie et al.,

2018b; Flippe et al., 2019a; Romano et al., 2019).

Marqueurs Sécrétion
Tregs CD4'CD25" | FoxP3", CTLA-4", GITR', CD103", CD127"" IFNy, IL-10, TGFB, IL-35,
perforine/granzyme
Tregs CD4*CD4A5RC™ IL-4, IL-5, IL-10, IL-13
cD4' Tr1 FoxP3’, CD49b’, LAG-3", CTLA-4", PD-1" IL-10, TGFB, perforine/granzyme
CD4" Th3 CD4", FoxP3 TGFB, IL-4, IL-10
FoxP3*",cD25%, GITR', PD-1%, CD127°%,
Tregs CD8'CD45RC" X CCRT IFNy, FGL2, IL-10, IL-34, TGFB, IL-2
Tregs CD8'CD28" FoxP3*, CD25%, CTLA-4", GITR' IL-10, TGFB
Tregs CD8 aa FoxP3’, NKR", LAG3", TCRVB6
Tregs CD8'CD122" FoxP3’, PD-1%, CD28", CD25 IL-10, TGFB, IFNy
Tregs CD8'CD103"" FoxP3', CD25", CTLA-4", PD-1", CD39" IL-10, IFNy, TGFp
Tregs CD3°CD4 CD8 CD27%, CD28’, CD95", CD25 IFNy, TNFa, perforine
Tregs y8 FoxP3", CD39"/CD73", Fas TGFB, IL-10, IL-4
NKTregs TCRap’, CD161%, CD56", CD27" IL-10, IFNy, IL-13, TNFp, GM-CSF

Tableau I: Tableau regroupant les principales populations de cellules régulatrices, I’expression des principaux
marqueurs et sécrétion de cytokines/molécules.
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i Les Tregs CD4"

Les Tregs CD4" sont les populations régulatrices les mieux décrites. En plus des Tregs
CD4'CD25'FoxP3", les Th3 et les Trl possédent aussi des capacités suppressives malgré
I’absence d’expression de FoxP3. Les Trl sont des cellules induites en périphérie n’exprimant
gue transitoirement FoxP3 en réponse a une stimulation d’IL-10. Ce sont des cellules
mémoires exprimant CD49b, LAG-3, PD-1, ICOS, TIGIT, CD39, CD73, TIM-3, GITR, OX40,
TNFRSF9 et CEACAM-1 (Gagliani et al., 2013; White and Wraith, 2016) et produisant de
fortes quantités d’IL-10 et de TGFp. Leur activation primaire dépend de leur activation
spécifique via leur TCR, mais une fois activées, les Trl conservent une forte expression d’IL-
10 leur permettant de diminuer une réponse inflammatoire médiée par différents clones de
lymphocytes T. Elles agissent via différents mécanismes : la sécrétion de granzyme B leur
permet de tuer les CPA, les interactions CTLA-4/CD80 et PD-1/PD-L1 avec les lymphocytes T
effecteurs leur permettent d’inhiber leur prolifération. De plus, via |’expression de
CD39/CD73, les Trl induisent des perturbations métaboliques des lymphocytes T limitant
leur prolifération (Gregori and Roncarolo, 2018).

Gréace a la découverte des marqueurs CD25 et FoxP3, les Tregs CD4*CD25 FoxP3" sont
les plus documentées. Parmi ces Tregs, il est possible d’identifier trois sous-populations en
fonction de [I'expression des marqueurs CD45RA et FoxP3: les Tregs naives
(FoxP3'°“CD45RAY), les Tregs activés (FoxP3"6"CD45RA) et les Tregs productrices de
cytokines (FoxP3'°“CD45RA) (Miyara et al., 2009). Les Tregs CD4*CD25'FoxP3* retrouvés
intra-greffon est un facteur de bon pronostique en transplantation rénale (Bestard et al.,
2011). Par ailleurs, en transplantation I'induction d’une tolérance spécifique représente I'un
des enjeux majeurs, c’est pourquoi différentes études s’intéressent aux patients tolérants
qui ne présentent aucun signe de rejet en I'absence de prise de traitement
immunosuppresseur. Chez ces patients transplantés hépatiques, le nombre de Tregs
CD4CD25" est plus élevé par rapport aux patients non tolérants et individus sains (Martinez-
Llordella et al., 2007). De plus, les patients transplantés rénaux en rejet chronique ont un
nombre de Tregs CD4'CD25'FoxP3" périphériques diminué par rapport aux patients stables
(absence de signes de rejet sous traitement immunosuppresseur), tolérants et volontaires
sains mais un profil régulateur équivalent. A I'inverse, les patients stables possedent un

nombre similaire de Tregs aux patients sains (Braudeau et al., 2007). Dans un contexte
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d’auto-immunité comme la sclérose en plaque, le diabete de type |, le lupus érythémateux
systémique ou la polyarthrite rhumatoide, la défaillance des Tregs est attribuée a un nombre
de cellules diminué et/ou a une fonction de prolifération/suppression non efficace (Miyara
et al., 2011). Néanmoins, certaines études caractérisent les Tregs CD4" seulement avec la
forte expression du CD25 ne discriminant pas exclusivement les Tregs. De plus, d’autres
études analysent le nombre de Tregs CD4'CD25"FoxP3" seulement en périphérie et peut
ainsi simplement refléter la migration de ces cellules en dehors de la périphérie comme c’est
le cas dans la polyarthrite rhumatoide (Motténen et al., 2005). A I'inverse, dans les cancers
un nombre plus élevé des Tregs dans le microenvironnement tumoral inhibe I'immunité anti-
tumorale (Shitara and Nishikawa, 2018). C’est pourquoi, les Tregs CD4*CD25"FoxP3" sont
utilisés comme outil thérapeutique en transplantation et maladies auto-immunes et a
I'inverse ciblées dans les cancers. Néanmoins, FoxP3 étant un marqueur intracellulaire, il est
impossible d’isoler spécifiquement les Tregs CD4'CD25'FoxP3" a partir du sang, du sang de
cordon ou du thymus dans un but de thérapie. Mais, I’équipe de Liu et al. a mis évidence
qu’environ 70% des cellules FoxP3* sont comprises dans les Tregs CD4'CD25" exprimant
faiblement le CD127 (CD4+CD25+CD127'°W) (Liu et al., 2006) permettant leur isolation par tri.
Par ailleurs, dans un but d’augmenter et de stabiliser I'expression de FoxP3, I'ajout d’un
immunosuppresseur comme la rapamycine induisant le blocage de la voie de signalisation
Akt-mTOR-Smad3 augmente |’expression de FoxP3 (Scotta et al., 2013). Le potentiel
thérapeutique des Tregs CD4'CD25'FoxP3* a premiérement été mis en évidence dans les
modeles animaux. En effet, aprés une greffe de moelle osseuse allogénique chez la souris
Balb/c, I'injection de Tregs CD4'CD25" permet d’inhiber efficacement la GVHD (Hoffmann et
al.,, 2002). D’autres études ont mis en évidence que ces Tregs pouvaient étre amplifiés ex
vivo et atténuaient la GVHD tout en préservant I'effet graft-versus-leukemia (GVL) (Taylor et
al., 2002; Trenado et al.,, 2006). Dans un contexte d’auto-immunité, les Tregs
CD4'CD25'FoxP3" se sont aussi montrés efficaces. En effet, I'injection de ces cellules induit
I'inhibition des lymphocytes T dans un modele de cholangite auto-immune (Tanaka et al.,
2014) ou encore dans le modele d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale, les Tregs
CD4'CD25" réduisent la sévérité de la pathologie en inhibant la prolifération et la sécrétion
d’IFNy par les lymphocytes T CD4*CD25 (Kohm et al., 2002). En transplantation, I'injection
de ces Tregs permet de retarder le rejet de greffe de peau (Sagoo et al., 2011) et des ilots de

Langerhans (Xiao et al., 2014). Ces études prometteuses ont abouti a l'utilisation des Tregs
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CD4'CD25"FoxP3" chez 'Homme. Premiérement étudié dans les modéles chez la souris
humanisée, le transfert de Tregs CD4'CD25" permet entre autres de prolonger la survie des
flots de Langerhans (Wu et al., 2013; Xiao et al., 2014) et de prévenir le développement de la
GVHD xénogénique (Mutis et al., 2006). Ces résultats ont abouti aux premiers essais
cliniques. Notamment en 2009, les Tregs CD4'CD25'CD127"°" ont été utilisés chez ’'Homme
dans le cadre d’un essai clinique comme traitement de patients souffrant de GVHD apres
une greffe de CSH allogéniques. Leur injection aprés expansion ex vivo, a permis de réduire
les symptdémes et immunosuppresseurs dans la GVHD chronique. Dans le cadre de la GVHD
aigue, 'amélioration de I'état des patients n’a été que transitoire mais de maniere plus
longue qu’avec I'utilisation des immunosuppresseurs (Trzonkowski et al., 2009). De plus, un
autre essai, I'injection de Tregs CD4'CD25" amplifiés ex vivo chez des patients atteints de
GVHD aigue a permis de démontrer la sécurité et la non-toxicité de ces cellules. De plus, bien
qgue ce fut un essai de phase |, les auteurs ont rapporté une diminution de l'incidence des
grades II-IV dans la GVHD sans aucun effet secondaire délétere (Brunstein et al., 2011).
D’autres essais cliniques ont suivi dont « The One Study » et « ThRIL » qui sont des essais de
phase I/Il ayant pour visée d’évaluer I'innocuité des Tregs dans la transplantation de rein et
de foie respectivement. Plus récemment, I’attention est portée sur les Tregs possédant une
spécificité antigénique. En effet, des études ont mis en évidence que les Tregs spécifiques
d’un antigéne étaient plus efficaces dans la prévention du rejet de greffe que les Tregs
polyclonaux (Sagoo et al., 2011; Putnam et al., 2013). C’est pourquoi plusieurs groupes ont
développé des stratégies de transduction d’un TCR ou d’un chimeric antigen receptor (CAR)
(Zhang et al., 2018b). En transplantation chez la souris humanisée |'utilisation d’un CAR
spécifique du HLA-A2 exprimé 3 la surface des Tregs CD4'CD25'CD45RA" amplifiés permet
de prévenir plus efficacement le développement de la GVHD induite par des lymphocytes T
HLA-A2" comparé a des Tregs transduits avec un CAR contrdle (Ma et al., 2016b; MacDonald
et al., 2016; Noyan et al., 2017)(Bézie et al., accepté dans Blood Advances).

Enfin, une population de Tregs CD4" a été identifiée sur le niveau d’expression de
I'isoforme CD45RC. En effet, Powrie et al. ont mis évidence pour la premiére fois chez le rat,
gu’un marquage avec un anticorps anti-CD45RC (clone 0OX22) permettait de diviser les
lymphocytes T CD4" en deux populations: CD45RC™" et CD45RC°™" aux fonctions
différentes. L’injection des lymphocytes T CD4*CD45RC™" dans des rats nude induit une

pathologie nommée « wasting disease » avec des Iésions au niveau du foie, du pancréas, des
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poumons, de I'estomac et de la thyroide qui s"accompagnent d’une perte de poids létale. A
I'inverse, I'injection de T CD4'CD45RC™™" n’induit pas cette pathologie et lorsque ces cellules
sont co-injectées avec les T CD4+CD45RChigh, la wasting disease est nettement moins sévere
et non létale démontrant le role régulateur de la population T CD4*CD45RC" (Powrie,
1990). Ces résultats sont confirmés par I'’équipe de Xystrakis et al. dans un modele semi-
allogénique chez le rat, les T CD4*CD45RCME" permettent I'induction d’une GVHD a l'inverse
des T CD4*CD45RC" (Xystrakis et al., 2004a). Chez la souris, le niveau d’expression de
I'isoforme CD45RB permet de différencier les cellules effectrices des cellules régulatrices. Le
transfert des T CD4*CD45RB"e" qui ont un phénotype de Th1l et sécretent de I'IFNy induit le
développement d’une colite. Une co-injection de ces cellules avec les T CD4"CD45RB™"
permet de la méme facon que chez le rat, d’inhiber le développement de la maladie (Powrie
et al., 1994). Chez 'Homme, les T CD4*CD45RCY" ont aussi un réle régulateur dans la
prévention des maladies inflammatoires comme la vascularite associée a ANCA. En effet, les
patients en rémission présentent un nombre augmenté de ces cellules (Ordonez et al.,
2009). De plus, notre équipe a mis en évidence que les Tregs CD4*CD45RC°FoxP3* expriment

I'IL-34 qui joue un role dans leur fonction suppressive puisque son blocage via un anticorps

leve la suppression in vitro (Bézie et al., 2015a).

ii. Les Tregs CD8’

Malgré une découverte datant de 1972 (Gershon et al., 1972), et ce avant celle des
Tregs CD4", les Tregs CD8" ne sont étudiés plus intensément que depuis une vingtaine
d’année (Noble et al., 1998) dans des contextes de GVHD, de transplantation (Zheng et al.,
2013; Bézie et al., 2018a; Flippe et al., 2019a) et de maladies auto-immunes (Lee et al., 2008;
Endharti et al., 2011). La diversité des différents marqueurs retrouvés au sein des Tregs CD8"
rend leur étude difficile, néanmoins différentes équipes ont mis en évidence la présence de
ces cellules chez le rat (Xystrakis et al., 2004b; Guillonneau et al., 2007a; Picarda et al., 2014)
et chez 'Homme (Zheng et al.,, 2013; Bézie et al.,, 2018a). Chez la souris, les Tregs
CD8'FoxP3 """ sont induites dans un modele de GVHD et sont impliquées dans l'inhibition
de la sévérité de la pathologie (Beres et al., 2012). Il a été démontré que FoxP3 est exprimé

par les Tregs CD8" mais a moindre niveau que par les Tregs CD4" (Lin et al., 2007).
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L’'un des enjeux majeurs de |'étude des Tregs CD8" est I'identification d’'un marqueur
plus restreint, en effet selon les études différents marqueurs ont été associés au phénotype
des Tregs CD8": CD122, CD28, PD-1, CTLA-4, CD25, CD39, CD73, CD62L, CD44, GITR, CCR7,
FasL et CD45RC. Par ailleurs, ces cellules peuvent sécréter différentes cytokines telles que
I'IL-10, I'lL-34, I'IL-35, I'IFNy, le TGFP et FGL-2 (Bézie et al., 2018b). Les Tregs CD8" peuvent
étre divisés en Tregs effecteurs mémoires avec I'absence d’expression de CD62L°, CD122 et
CD28’, en Tregs centraux mémoires via I’expression de CD44, CCR7 et CD62L ou encore avec
I'expression de CD122 associée ou non a CD28 (Bézie et al., 2018b).

Les différentes isoformes de CD45 sont aussi utilisées afin de diviser les populations
de lymphocytes T dont les Tregs CD8" (Figure 9). En effet, la protéine CD45 est une tyrosine
phosphatase transmembranaire jouant un réle dans la transduction des signaux a travers les
TCR et BCR en modulant I'activation des kinases appartenant a la famille des Src (Lck pour
les lymphocytes T ou Lyn, Fyn et Lck pour les lymphocytes B) (Hermiston et al., 2003; Clark
and Baum, 2012). Selon I'épissage alternatif des 3 derniers exons (codant pour I'isoforme C,
B et A de C' au N’ terminal respectivement), plusieurs isoformes peuvent étre générées
(Streuli et al., 1987; Thomas, 1989). Théoriquement 8 isoformes pourraient étre générées,
cependant I’exon 5 ne peut pas étre éliminé par épissage alternatif aboutissant a la présence
de 5 isoformes: CD45RABC, CD45RAB, CD45RBC, CD45RB et CD45RO qui ne comprend
aucun des 3 derniers exons. La fonction précise de chacune des isoformes est encore
inconnue, néanmoins leur expression a été associée a I’état d’activation des lymphocytes T.
Ainsi, I'expression des isoformes CD45RA et CD45RB a la surface des lymphocytes T régule
de fagon plus ou moins importante les signaux générés par le TCR, et est associée aux
cellules naives ou aux terminally differentiated effector memory (TEMRA), alors que CD45RO
est exprimée a la surface des cellules activées et mémoires (Birkeland et al., 1989; Altin and
Sloan, 1997; Hermiston et al., 2003; Rocha and Tanchot, 2004).

L'isoforme CD45RC permet de distinguer deux populations parmi les lymphocytes T
CD8" selon le niveau d’expression de I'isoforme : CD45RC™E" et CD45RC®". Les lymphocytes
T CD8'CD45RC™E" sont associés a une réponse Thl et ces cellules sont impliquées dans les
maladies auto-immunes de type Thl (Fournie et al., 2001; Xystrakis, 2004; Ordonez et al.,
2009; Pedros et al., 2013) et le rejet de greffe rénale (Ordonez et al., 2013; Garnier et al.,
2019). A linverse, les T CD8'CD45RC™" sont associés a une réponse Th2/régulatrice

inhibant le rejet de greffe et le développement de la GVHD (Spickett et al., 1983; Xystrakis et
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al., 2004c, 2004b; Guillonneau et al., 2007a; Picarda et al., 2017) et sont aussi impliqués dans
des modeéles d’auto-immunité de type Th2 chez le rat (Cautain et al., 1999, 2001; Fournie et
al., 2001). De plus, I'expression de FoxP3 correle inversement avec I'expression de la
molécule CD45RC (Xystrakis et al., 2004b; Guillonneau et al., 2007a; Picarda et al., 2014).
Ceci a été confirmé par I'analyse des modeéles animaux dans lesquels la GFP est sous contréle

low/-

de I'expression du géne FoxP3, la population CD45RC comprend toutes les cellules

FoxP3" chez la souris (Wang et al., 2008) et le rat (Ménoret et al., manuscrit en préparation).
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Figure 9: Schéma représentant la signalisation de CD45 et ses différentes isoformes (Rheinldnder et al.,
2018).

Notre équipe a mis en évidence dans un modele d’allo-transplantation cardiaque
chez le rat, que les Tregs CD8*CD45RC" permettaient d’induire et de transférer la
tolérance via I'expression d’IFNy, de FGL-2 et d’IL-34 (Guillot et al., 2002; Guillonneau et al.,
2007a; Li et al.,, 2010; Picarda et al., 2014; Bézie et al.,, 2015b, 2015a). Par ailleurs, un
traitement avec un anticorps monoclonal anti-CD45RC permet d’éliminer les lymphocytes T

low/- ot induisant la tolérance 2

CD45RC™" enrichissant ainsi la population régulatrice CD45RC
I'allogreffe cardiaque chez le rat ou l'inhibition de la GVHD chez la souris humanisée (Picarda
et al, 2017). Chez I'Homme, les Tregs CD8'CD45RC°"" permettent d’inhiber le
développement de la GVHD et le rejet allogénique de peau humaine chez la souris
humanisée. De plus, de la méme facon que pour les Tregs CD4*CD25", I'ajout de rapamycine

low/- e

permet d’améliorer I'expansion et la capacité suppressive des Tregs CD8'CD45RC n

comparaison a des cellules cultivées sans immunosuppresseur (Bézie et al., 2018a).
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iii. Les mécanismes d’action des cellules T régulatrices

Dans le but d’inhiber la réponse immune et de rétablir I’équilibre immun, les Tregs
CD4" et CD8" disposent de différents mécanismes : la production de cytokines régulatrices, la
cytolyse, la perturbation métabolique et la modulation des cellules dendritiques (Figure 10).
Certains de ces mécanismes sont communs aux Tregs CD4" et CD8" et d’autres sont distincts,
leur conférant un effet synergique et complémentaire dans certaines conditions (Flippe et
al., 2019a). En effet dans un contexte de transplantation, le CMH-I est présent a la surface de
toutes les cellules nucléées permettant leur reconnaissance par les Tregs CD8". Pour les
Tregs CD4", bien que I'expression du CMH-II puisse &tre augmentée par I'lFNy (Collins et al.,
1984) et/ou le TNFa. (Leeuwenberg et al., 1988), I'ensemble des cellules n’expriment pas le
CMH-II limitant le nombre de cellules pouvant étre reconnues. Dans un greffon I'allo-
reconnaissance peut donc étre médiée par les cellules endothéliales, ainsi le potentiel
d’action des Tregs CD8" est plus vaste. De facon synergique, les Tregs CD4" inhibent
efficacement les réponses naives mais pas les réponses mémoires (Yang et al.,, 2007), a
I'inverse des Tregs CD8" qui régulent efficacement ces réponses mémoires (Long et al.,

2017).

Production de médiateurs solubles

L'expression de cytokines par les Tregs permet de moduler la réponse immune
directement et indirectement. Les Tregs CD4" et CD8" peuvent exprimer différentes
cytokines dont I'IL-10, le TGFp, I'lFNy, le FGL-2, I'lL-34 et I'IL-35.

L'IL-10 est une cytokine régulatrice exprimée par les Tregs CD4" et Tregs CD8"
importante dans la résolution de I'inflammation ainsi que dans le maintien de I’homéostasie.
Les souris 11107 développent différents symptomes auto-immuns comme des réponses
immunes exacerbées et prolongées ainsi que des inflammations et des dommages
tissulaires, et surtout développent parfois des colites chroniques (Kihn et al., 1993; Leon et
al., 1998). Chez la souris, les Tregs CD8'CD122" expriment plus fortement I'lL-10 par rapport
aux Tregs CD4'CD25" leur conférant un pouvoir suppresseur plus important (Dai et al.,
2014). Chez le rat et I'Homme, les Tregs CD8*CD45RCY/ expriment aussi plus fortement I'IL-
10 que la population effectrice CD8*CD45RCE" (Xystrakis et al., 2004c, 2004b; Ordonez et

al., 2009). De plus, méme si I'expression d’IL-10 par les Tregs CD8'CD45RC™™" n’est pas

28



impliquée dans leur fonction suppressive, la sous-population de Tregs CD8*CD45RC"/|L-

10'IFNy" posséde un pouvoir suppresseur plus important comparé aux sous-populations
Tregs CD8'CD45RCY n’exprimant pas I'lL-10 ou I'lFNy (Guillonneau et al., 2007a; Bézie et
al., 2018a). L'IL-10 agit directement ou indirectement sur la réponse immune. En effet, I'IL-
10 inhibe I'expression du CMH-II, CD80, CD86 et CD54 par les macrophages/monocytes ainsi
diminuant leur pouvoir activateur sur les lymphocytes. Et a I'inverse, favorise I’expression
des molécules/cellules antagonistes via la génération de macrophages M2 (Murray, 2017).
L’IL-10 agit aussi directement sur les lymphocytes T en inhibant leur différenciation en Th2 et
Th17 tout en augmentant la survie des Tregs CD4'FoxP3* (Ouyang and O’Garra, 2019). L’IL-
10 est aussi impliquée dans la génération et le maintien des cellules Trl (Brockmann et al.,
2017) et des cellules dendritiques tolérogénes (Steinbrink et al., 1997; Gregori et al., 2010).

Le TGFB est une cytokine exprimée par les Tregs CD4" et Tregs CD8", existant sous
trois formes, le TGFP1, TGFB2 et TGFB3. Le TGFB posséde de puissantes capacités
suppressives et est impliqué dans le maintien de la tolérance en inhibant la prolifération des
lymphocytes T CD4" (Nakamura et al., 2001) en agissant directement sur I'inhibition de la
réponse immune en induisant I'apoptose des CTL et indirectement en diminuant I’expression
des molécules de co-stimulation par les CPA ne pouvant alors plus stimuler efficacement les
lymphocytes T (Vieyra-Lobato et al., 2018). Les souris déficientes en Tgfb1 présentent une
sur-activation des lymphocytes T CD4" aboutissant a une pathologie Iétale nommée
« wasting disease » (Shull et al., 1992; Diebold et al., 1995). De plus, son blocage par un
anticorps dans un modele d’allo-transplantation cardiaque chez le rat aboutit au rejet du
greffon (Le Texier et al., 2012). L'expression de TGFP par les Tregs CD8'CD122" régule la
prolifération des lymphocytes T CD4" dans un modéle d’encéphalomyélite auto-immune
expérimentale en association a I'lL-10 et I'lFNy (Mangalam et al., 2012). Le TGFf participe a
I’enrichissement de l'environnement tolérogénique via sa capacité a induire des Tregs
CD4'CD25'FoxP3" en périphérie (Chen et al., 2003).

L’action de I'lFNy peut étre dichotomique et jouer un rdle dans la régulation de la
réponse immune. En effet, la sécrétion d’IFNy par les Tregs CD4'FoxP3" permet de prévenir
le développement de la GVHD chez la souris (Koenecke et al., 2012). De plus, notre équipe a
mis en évidence que dans un modele de transplantation chez le rat I'IFNy est sécrétée par les

Tregs CD8'CD45RC®"" et Tregs CD4'CD25. Dans ce modeéle, I'IFNy agit par induction de
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molécules suppressives comme I'IDO par les cellules endothéliales du greffon et des pDC
(Guillonneau et al., 2007a; Thebault et al., 2007). L'IFNy permet aussi la sécrétion de FGL2 et
d’iNOS (Zhang, 2007).

En plus de son role dans les mécanismes de thrombose, FGL-2 possede des capacités
régulatrices. En effet, elle est impliquée dans I'inhibition de la prolifération des lymphocytes
T, dans la différenciation des lymphocytes T vers un profil Th2 et FGL-2 diminue les capacités
immuno-stimulatrices des CPA (Chan et al., 2003). FGL-2 est exprimée par les Tregs
CD4*FoxP3", les Tregs CD8%a. murin (Denning et al., 2007) et les Tregs CD8*CD45RCY/
induits de rat. Notre équipe a montré que sa surexpression permet d’inhiber le rejet
d’allogreffe via la génération de lymphocytes B régulateurs (Bregs) (Li et al., 2010; Bézie et
al., 2015b).

Notre équipe a démontré que I'lL-34 était exprimée par les Tregs CD4'FoxP3" et
CD8'FoxP3" chez le rat et 'Homme (Bézie et al., 2015a). Comme décrit précédemment, les
récepteurs de I'lL-34 ne sont pas exprimés par les lymphocytes T indiquant que I'lL-34 agit
indirectement sur I'inhibition de la réponse immune. En effet, impliquée dans les fonctions
suppressives des Tregs CD8+CD45RC'°W/', de maniere indépendante du CSF-1, I'lL-34 permet
d’induire la tolérance a l'allogreffe cardiaque et I'inhibition du rejet aigu hépatique chez le
rat via I'induction de macrophages M2 (Bézie et al., 2015a; Zhao et al., 2018a). De plus, chez
'Homme les Tregs CD8'CD45RC co-exprimant I'lL-34, I'IL-10, 'IFNy et le TGFB
représentent une sous-population aux fonctions suppressives plus importantes (Bézie et al.,
2018a).

Enfin, I'IL-35 est exprimée par les Tregs CD4" et Tregs CD8", elle permet d’inhiber la
prolifération des lymphocytes T ainsi que l'induction d’iTreg35 n’exprimant pas FoxP3 mais
sécrétant fortement I'lL-35 (Zhang et al., 2019). Dans un modele de colite chez la souris
induite par l'injection de cellules CD4*CD45RB™" |3 co-injection de Tregs déficientes en IL-
35 ne permet pas de protéger contre le développement de la maladie démontrant son

implication dans les fonctions suppressives des Tregs (Collison et al., 2007).

La cytolyse
Certaines populations de Tregs peuvent induire la cytolyse des lymphocytes B et T
activés, monocytes et cellules dendritiques via I'interaction Fas/FasL (Watanabe et al., 2002),

ou l'expression de granzyme B seule (Gondek et al., 2005) ou en association avec la
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perforine (Grossman et al., 2004). L’interaction Fas/FasL est un mécanisme d’action des
Tregs CD8'CD122*PD-1* murin puisque les Tregs provenant de souris Fas” sont incapables
d’exercer leur capacité suppressive (Akane et al., 2016). Les Trl sécretent de forte quantité
d’IL-10 induisant I'expression de granzyme B et de perforine permettant de tuer les cellules
myéloides (Magnani et al., 2011). De plus, les Tregs CD4'CD25" activés sont capables
d’induire la cytolyse des lymphocytes T CD4" et ainsi de prolonger la survie d’une greffe de
peau via I'interaction tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand (TRAIL)/death
receptor 5 (DR5) (Ren et al., 2007). Grace a lI'expression de PD-L1, les Tregs inhibent
I'activation des lymphocytes B auto-réactifs en périphérie (Gotot et al.,, 2012). Ces
mécanismes de cytolyse sont restreints a certaines populations de Tregs, en effet les Tregs
CD8'CD103" et les CD8*CDA45RC®™ n’agissent pas a travers ces mécanismes (Xystrakis et al.,
2004b; Guillonneau et al., 2007a; Koch et al., 2008; Bézie et al., 2018a).

La perturbation métabolique

Les perturbations métaboliques font parties de I’arsenal des Tregs. En effet, les Tregs
CD4'CD25" expriment fortement la chaine o du récepteur a I'lL-2 (CD25). Ainsi par
compétition, les Tregs vont consommer et appauvrir drastiguement le milieu en IL-2
nécessaire a leur survie et a leur prolifération, et les lymphocytes T effecteurs privés de cette
cytokine vont mourir par apoptose (Pandiyan et al., 2007). Les Tregs expriment les ecto-
enzymes CD39 et CD73 capables de dégrader I’ATP en AMP puis en adénosine. L’adénosine
sécrétée va se fixer a la surface des lymphocytes T effecteurs sur le récepteur A2A causant
I'accumulation d’AMPc dans la cellule aboutissant au blocage de ZAP70, CD25 et de la
sécrétion d’IL-2 engendrant une inhibition de leur activation (Bopp et al., 2007; Allard et al.,

2017).

La modulation des cellules dendritiques

Enfin, les Tregs peuvent agir sur la réponse immune via la modulation des cellules
dendritiques vers un phénotype immuno-modulateur. En effet, I'interaction des Tregs avec
les cellules dendritiques via CTLA-4/CD80-CD86 aboutit a une diminution de I’expression des
molécules de co-stimulation et a une augmentation de la sécrétion d’IL-10, d’IDO, de HLA-DR
et CCR7 (Grohmann et al., 2002; Misra et al., 2004; Bayry et al., 2007). De méme I'expression

de LAG-3 qui interagit avec le CMH-II des cellules dendritiques et inhibent leur maturation
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(Liang et al., 2008). Par ailleurs, I’expression de Nrp-1 par les Tregs induit une interaction de
longue durée avec les cellules dendritiques engendrant une restriction de contact de ces

cellules avec les lymphocytes T effecteurs (Sarris et al., 2008).
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Figure 10: Schéma représentant les différents mécanismes d'action des Tregs CD8" (Bézie et al., 2018b).

2.5. Comparaison des modéles déficients en 1134, Csf1 et Csfir

Bien que partageant des fonctions communes dans la survie, la prolifération et la
différenciation des monocytes en macrophages (Wei et al.,, 2010b), I'lL-34 est plus qu’un
analogue du CSF-1. En effet, les séquences de I'lL-34 et du CSF-1 ne partagent aucune
similitude, mais leur structure quaternaire est composée d’hélices a et de feuillets
(Garceau et al., 2010). Néanmoins, I'lL-34 présente des feuillets B plus courts et
partiellement substitués par 3 hélices a1-3 par rapport au CSF-1 (Pandit et al., 1992). De

plus, les études cristallographiques ont mis en évidence que la fixation de I'IL-34 sur le
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récepteur CSF-1R était différente de I'interaction CSF-1/CSF-1R (Felix et al., 2013). En effet,
I'interaction IL-34/CSF-1R dépend d’acides aminés hydrophobes et de liaisons hydrogénes
alors que l'interaction CSF-1/CSF-1R repose sur des liaisons salines. Cette différence suggere
gue la fixation de I'lL-34 induit des signaux transmembranaires plus importants (Garceau et
al., 2010), d’autant plus que I'affinité de I'IL-34 pour son récepteur est plus grande que le
CSF-1 (Wei et al., 2010a; Liu et al., 2012) induisant une intensité de phosphorylation plus
importante et des différences de phénotypes des macrophages (Cf. partie 11.2.2.a). De plus,
I'lL-34 posseéde deux autres récepteurs indépendants du CSF-1 lui conférant des fonctions
supplémentaires qui sont a élucider.

Des différences spatio-temporelles d’expression entre I'lL-34 et le CSF-1 indiquent
gue ces cytokines ne sont pas redondantes. L'/I134 est présente dés le développement
embryonnaire et permet le développement de la microglie dans le prosencéphale et son
expression par les neurones permet d’en maintenir I’homéostasie (Greter et al., 2012; Wang
et al.,, 2012a), alors que le Csf1 est exprimé plus tard dans I'embryogénese et permet le
développement de la microglie du cervelet (Kana et al., 2019a). L'expression de I'lL-34 et du
CSF-1 sont différentes selon les zones corticales et ne se chevauchent généralement pas. De
plus, I'lL-34 est exprimée par les kératinocytes dans |'épiderme et est nécessaire a la
génération des cellules de Langerhans, a la différence du CSF-1 qui est retrouvé dans
I’épiderme (Greter et al., 2012; Wang et al., 2012a). A 'dge adulte, les niveaux d’expression
sont aussi différents. Dans le sérum de volontaires sains, I'lL-34 est indétectable alors que la
concentration moyenne de CSF-1 est de 300 pg/mL. De plus, le CSF-1 est exprimé de
maniére constitutive par différents types cellulaires, alors que I'lL-34 semble étre exprimée
de maniéere plus spécifique et locale. Le faible niveau d’expression systémique de I'lL-34 peut
étre di a sa plus grande affinité pour CSF-1R ainsi qu’a la présence de ses deux autres
récepteurs rendant sa disponibilité moindre. Certaines cellules expriment I'IL-34 et le CSF-1
comme les Tregs CD8CD45RC"™" induits chez le rat, néanmoins le blocage de CSF-1
n’empéche pas leur fonction suppressive a la différence du blocage de CSF-1R démontrant
gue la suppression est dépendante de I'IL-34 (Bézie et al., 2015a). Ces résultats renforcent la
non redondance de ces deux cytokines. De maniére intéressante, I’équipe de Ségaliny et al. a
mis en évidence que I'IL-34 et le CSF-1 pouvaient former un hétérodimere se fixant de
maniére différente sur le récepteur CSF-1R (Ségaliny et al., 2015a) suggérant une possible

synergie entre ces deux cytokines.
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L'utilisation de modeles déficients en CSF-1R, CSF-1 et IL-34 permet de mieux rendre
compte des différences entre les cytokines ainsi que d’identifier les roles spécifiques de I'IL-
34 et du CSF-1 (Tableau Il). De plus, une mutation du géne CSFIR chez I’'Homme génére un
défaut dans la signalisation par les tyrosines kinases et est a l'origine de I'adult-onset
leukoencephalopathy with axonal spheroids and pigmented glia (ALPS). L’ALPS est une
maladie neurodégénérative détruisant la matiere grise induisant une démence et des
déficits moteurs ressemblant a la maladie de Parkinson, d’Alzheimer et a la sclérose en
plague pouvant survenir de la naissance a I’age adulte en fonction de la mutation

LacZ/LacZ est

(Rademakers et al., 2012). De maniere générale le phénotype des souris 1/34
nettement moins sévere que les modeéles déficients en Csf1 et Csfir. En effet, leur espérance
de vie, leur croissance et leur fertilité ne sont pas impactées. De facon intéressante, les
souris déficientes en Csf1 ont une espérance de vie non altérée a la différence des rats tl/tl
déficients en Csfl et des souris Csflr'/' ainsi que chez 'Homme (espérance de vie est

tacz/lacZ e présentent pas de phénotype ostéopétrotique a

d’environ 6,8 ans). Les souris //134
la différence des modéles Csfl'/' et Csflr'/' et certains patients présentent une forte densité
osseuse. Ces résultats démontrent que le CSF-1 compense la déficience et est
majoritairement impliqué dans la formation d’ostéoclastes et I’éruption des dents.
Néanmoins, I'lL-34 peut en partie jouer un role dans |'ostéoclastogénése étant donné que
I'ostéopétrose est plus sévere dans les modéles de souris et de rats déficients en Csfir
(Baud’huin et al., 2010). Concernant les différentes populations cellulaires, la microglie et les
cellules de Langerhans sont absentes dans les modeles Csflr'/' et légerement réduites ou
non impactées dans les modeéles Csfl'/'. Ainsi, I'lL-34 a été suggérée comme nécessaire a leur
développement et ceci a été confirmé par les équipes de Wang et al. et Greter et al. (Greter
et al.,, 2012; Wang et al., 2012a). Chez les patients atteints d’ALPS, la microglie est absente,
générant des déformations du cerveau et du cervelet ou le corpus callosum est absent (Guo
et al., 2019; Oosterhof et al., 2019). Les souris /134°%'%Z ne présentent pas d’autres
altérations des populations cellulaires myéloides (hormis les cellules dendritiques
CD11c'CD11b* dans les poumons) et lymphoides. Mais les différentes populations de
lymphocytes et en particulier les Tregs n’ont pas été étudiés dans ce modeéle. A I'inverse, les
déficiences en Csfl et Csflr induisent des diminutions en lymphocytes T, monocytes et
macrophages résidents. Trés peu d’études se sont intéressées aux populations cellulaires

des patients atteints d’ALPS, néanmoins une patiente présentait une diminution des
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monocytes CD14

int

(Kraya et al., 2019). L'importance des réductions dépendent de I'organe ;

elles sont plus importantes dans la moelle osseuse, le foie, la rate et les reins. Enfin, les

déficiences en Csf1 et Csflr chez la souris induisent une défaillance dans le développement

des cellules pancréatiques 3 et des cellules de Paneth. Néanmoins, des différences inter-

espéces existent étant donné que cette défaillance n’est pas retrouvée chez les rats Csflr'/'

(Marks and Lane, 1976; Wiktor-Jedrzejczak et al., 1982, 1990; Blevins and Fedoroff, 1995;

Marks et al., 1997; Dai et al., 2002; Wesenbeeck et al., 2002; Li et al., 2006; Wang et al.,

2012a; Greter et al., 2012; Wang et al., 2015b; Pridans et al., 2018).

Homme . . .
Souche Souris Rat Souris Rat Souris
. Mutation -/- -/- op/op ti/tl LacZ/LacZ
Génotype Csfir Csfir Csf1 Csf1 1134
Csfir
C el e - Autosomique . . . . .
Distribution Mendélienne omid Oui Oui Oui Oui Oui
dominante
. . Drastiquement | Drastiquement J— Drastiquement
Espérance de vie 1que 1qus Réduite Normale tque Normale
réduite réduite réduite
Croissance ND Réduite Réduite Réduite Réduite Normale
Fertilité ND Réduite Réduite Réduite Fertile Fertile
Ostéopétrose
I sévere, Ostéopétrose | Ostéopétrose, Ostéopétrose
Ostéopétrose , . s . P
Squelette . réduction sévere, pas restaurée sévere, pas Normal
(généralement) L s A et d
sévere des d'ostéoclastes avec l'age d'ostéoclastes
ostéoclastes
Dents ND Absentes Absentes Absentes Absentes Présentes
Réduction
) . Réducti Réducti X . ’
Monocytes Réduction eduction eduction restaurée Réduction Normaux
sévere sévere ia
avec l'age
Réduction Normaux (sauf
Macrophages Réduction Réduction drastique, . . ;
R ND . X , Réduction microglie et
résidents drastique drastique restaurée L0)
avec l'age
Absente,
Microglie | Développement Absente Absente Réduite ND Réduite
de I’ALPS
Drastiquement
. LC ND Absentes Absentes Normales ND ,'qu_
Phénotype réduites
i Drastiquement -
cellulaire pDC ND ND Hau Réduites ND ND
réduites
Lymphocytes
ymphocy T ND Réduits Réduits Réduits ND Normaux
Réduction Réduction
cellules cellules
pancréatique B | Augmentation | pancréatique Réduction des
Autres - D
1 ND et cellules de des B et cellules Thrombocytopénie C ‘
populations Paneth, granulocytes de Paneth, pulmonaires
augmentation | et érythrocytes i augmentation CD11c'CD11b"
des des

granulocytes

granulocytes

Tableau Il: Comparaison des modeéles déficients en Csfir, Csf1 et 1i134 chez 'Homme, la souris et le rat (LC:
cellules de Langerhans; pDC :cellule dendritique plasmacytoide ; CD : cellule dendritique ; ALPS : adult-onset
leukoencephalopathy with axonal spheroids and pigmented glia).
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3. L’IL-34 et la lignée myéloide

Le role de I'lL-34 dans la survie, prolifération et différenciation des monocytes en
macrophages a principalement été étudié a I’age adulte. Néanmoins d’autres études ont
démontré sa nécessité des I'ontogénie des macrophages et de facon indépendante du CSF-1,
indiquant son réle crucial des le développement embryonnaire jusqu’au maintien de

I’lhoméostasie.

3.1. L’ontogénie des macrophages résidents, implication de I'IL-34 dés

I’embryogénése

Parmi les cellules de I'immunité innée, les macrophages sont des cellules aux
propriétés plastiques jouant un réle important dans I’homéostasie via le développement
tissulaire et le maintien des fonctions spécifiques des tissus. De plus, en cas d’infection les
macrophages déclenchent les réponses immunes nécessaires a I’élimination du pathogéene
puis au retour a I'état basal. Mais ces cellules sont aussi impliquées dans de nombreuses
pathologies inflammatoires et cancéreuses ce qui en fait des cibles thérapeutiques.
Néanmoins les connaissances sur leur ontogénie sont encore discutées.

La premiere hypothése sur leur génération et leur développement date des années
1970 avec I'équipe de Van Furth et al. suggérant que les macrophages résidents tissulaires
dérivent de progéniteurs situés dans la moelle osseuse et sont continuellement renouvellés
grace aux monocytes (van Furth and Cohn, 1968; van Furth and Diesselhoff-Den Dulk, 1970).
Néanmoins, des études plus récentes de cartographie des précurseurs au cours du
développement embryonnaire chez la souris ont permis de générer un nouveau point de
vue. En effet, aujourd’hui il est admis qu’a I'état basal les monocytes circulants ne
contribuent pas au développement des macrophages tissulaires a [|‘exception des
macrophages intestinaux (Bain et al., 2014), du derme (Tamoutounour et al., 2013) et du
coeur (Epelman et al., 2014). Les monocytes colonisent perpétuellement ces tissus et se
différencient en macrophages. La majorité des populations de macrophages résidents a I'age
adulte sont en effet générés avant la naissance grace aux précurseurs embryonnaires de
facon indépendante des cellules souches hématopoiétiques (CSH), et les macrophages se
maintiennent a I’dge adulte par auto-renouvélement (Ginhoux and Jung, 2014). Mais

I'identité précise du précurseur induisant les macrophages résidents, les voies de
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différenciation impliquées dans la génération des cellules matures a partir des précurseurs
ainsi que les facteurs de transcription nécessaires sont encore débattus ou inconnus
(Ginhoux and Guilliams, 2016).

Les différentes populations de macrophages résidents ne partagent pas forcément la
méme origine, ils peuvent provenir de précurseurs embryonnaires comme les macrophages
dérivant du sac vitellin ou les monocytes foetaux, ou bien étre générés par les monocytes
adultes. Ainsi, les macrophages peuvent étre générés a partir de trois vagues de colonisation
hématopoiétique survenant durant I’embryogénése (Figure 11).

La premiére vague est I’hématopoiése primitive qui se développe a partir de la
plaque latérale du mésoderme dans les ilots sanguins du sac vitellin extra-embryonnaire a
E7.0. Cest une source d’érythroblastes, mégacaryocytes et macrophages primitifs
(Perdiguero and Geissmann, 2016). Dans I'étude menée par Ginhoux et al., la microglie a été
mise en évidence comme la seule population présente a |I'dge adulte dérivant de cette
premiere vague. Les autres populations de macrophages sont générées lors de cette vague
mais remplacées par les vagues suivantes. Dans cette étude, ils ont aussi démontré que la
microglie était présente lors de I'embryogénése chez les souris déficientes en Csfl mais
absente chez les souris déficientes pour le récepteur Csfir suggérant que I'lL-34, le ligand
alternatif pour le CSF-1R soit la cytokine nécessaire pour leur génération (Ginhoux et al.,
2010). Cette hypothése a été confirmée par Wang et al., grace a un modele murin. Les souris
déficientes en /134 présentent une déficience en microglie au niveau du cortex cérébral et de
I'hippocampe mais une densité normale de microglie dans le cervelet. Ces résultats
confirment le role de I'lL-34 dans la génération et le maintien de la microglie dans le
prosencéphale (correspondant au cerveau excepté le cervelet) (Greter et al., 2012; Wang et
al., 2012a). Alors que le CSF-1 permet la génération de la microglie du cervelet (Kana et al.,
2019a). De plus, une équipe a récemment étudié I'ontogénie de la microglie présente dans la
rétine ou elle est présente dans la couche plexiforme externe et interne. Cette étude a mis
en évidence que la microglie provient des précurseurs dérivés du sac vitellin de la méme
facon que la microglie de I’encéphale. L’IL-34 est aussi nécessaire au développement de la
microglie mais seulement dans la couche plexiforme interne (O’Koren et al., 2019). Cette
premiére vague a été redéfinie en 2015 avec la découverte des erythro-myeloid progenitors
(EMP) du sac vitellin. Les EMP dérivent du sac vitellin de I’endothélium hémogénique sont

p enotyplquement efinis comme c-Kit -Ca erin ertran
hé i défini Kit"CD93"CD41*VE-cadherin*CD16/32*CD45" (B d
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et al.,, 2005; Frame et al.,, 2013; McGrath et al., 2015). Les EMP difféerent sur plusieurs
aspects des cellules souches hématopoietiques (CSH), en effet les EMP n’ont pas la capacité
de génération des cellules de la lignée lymphoide ni de repopulation cellulaire sur le long
terme ou encore n’expriment pas le marqueur Sca-l (McGrath et al., 2015). Une premiére
vague précoce composée d’EMP CSF-1R*c-myb” apparait a E7.0 et génére principalement les
macrophages primitifs du sac vitellin a I'origine de la microglie et peut-étre des cellules de
Kupffer et des cellules de Langerhans (Gomez Perdiguero et al., 2015; Hoeffel et al., 2015).
Par ailleurs, en utilisant le méme modele de souris déficientes en IL-34, deux équipes ont
démontré que la génération et la maintenance des cellules de Langerhans était dépendante
de I'lL-34 (Greter et al., 2012; Wang et al., 2012a). Néanmoins, suite a une déplétion de ces
cellules, le CSF-1 est nécessaire a la recolonisation des cellules de Langerhans a partir des
monocytes circulants, ’lhoméostasie est ensuite médiée par I'lL-34 (Greter et al., 2012;
Wang et al., 2015b).

Aprés cette premiére vague d’EMP, une vague tardive d’EMP CSF-1R"°c-myb* a E8.25
migrent dans le foie foetal via la circulation sanguine a E9.5 pour générer les cellules de la
lignée myéloide dont les monocytes foetaux jusqu’a E14.5. Selon les hypotheses, cette
seconde vague peut aussi participer a la génération de la microglie et des cellules de
Langerhans (Figure 11 : modeéle 1 vs 2). A ce stade, les EMP ne seront plus détectables dans
le sang foetal. Méme si 'origine des monocytes foetaux est encore controversée, provenant
soit de la vague tardive d’EMP ou des CSH (Sheng et al., 2015) (Figure 11 : modeéle 1 vs 2), ils
vont coloniser I'ensemble des tissus foetaux excepté le cerveau, et se différencient en
macrophages en remplacant les macrophages primitifs présents a la premiére vague
(Ginhoux et al., 2010; Chen et al., 2011a; Hoeffel et al., 2012, 2015). Les macrophages
résidents dérivés des monocytes foetaux formeront alors les populations présentes a |’age
adulte.

Enfin, la vague de colonisation de I’"hématopoiése réalisée par les CSH permet le
développement des macrophages de l'intestin, du derme et du cceur. Les CSH peuvent
participer au développement d’autres populations de macrophages mais avec une
contribution de moins de 5% (Perdiguero and Geissmann, 2016). Mais, en cas
d’inflammation, les monocytes circulants peuvent étre recrutés dans le tissu et différenciés
en macrophages. Ces cellules, a la différence des EMP, sont capables de générer sur le long

terme toutes les populations du systeme immunitaire. Elles dérivent de |'aorto-gonado-
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mesonephros (AGM) de I'endothélium hémogénique ainsi que des artéres ombilicales et
vitellines a E9.5, puis envahissent le foie foetal a E10.5 jusqu’a la colonisation et I'initiation
de I’hématopoiése de la moelle osseuse a E15 (Godin and Cumano, 2002; Cumano and
Godin, 2007).

Les macrophages résidents a I'age adulte sont en majorité générés par des
précurseurs embryonnaires et non par une différenciation des monocytes circulants.
Néanmoins, en cas d’inflammation, les monocytes circulants sont capables de migrer dans le
tissu et de se différencier en macrophages. Ainsi, des études supplémentaires sont
nécessaires afin d’analyser les fonctions entre les macrophages développés dans

I'embryogénése et les macrophages générés via les monocytes.
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Figure 11: Représentation schématique de I'ontogénie des macrophages au cours de I’embryogénése (adapté
de Li and Barres, 2018). EX : stade embryonnaire ; PX : stade post-natal ; AGM : aorto-gonado-mesonephros ;
HSC : hematopoietic stem cells (cellules souches hématopoiétiques); —® : ontogénie supposée; P :
repeuplement a partir des monocytes en cas d’inflammation.
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Les monocytes sont générés par les CSH dans la moelle osseuse et sont définis par
leur localisation, leur phénotype, leur morphologie ainsi que leur génome et leur
transcriptome (Ingersoll et al., 2010). L'une de leur fonction est de pouvoir se différencier en
macrophages en cas d’inflammation en servant de réservoir (van Furth and Cohn, 1968) et ils
participent aussi a I'immunosurveillance. Générés a partir des précurseurs hématopoiétiques
de la lignée myéloide dans le foie foetal puis la moelle osseuse, leur développement et leur
survie sont fortement dépendantes du CSF-1 et de I'lL-34 (Lin et al., 2008) et de leur
signalisation a travers le CSF-1R. En effet, chez les souris op/op, déficientes en Csf1, les
monocytes sont drastiqguement diminués (Wiktor-Jedrzejczak et al., 1982, 1990). Chez
I'Homme, trois sous-populations sont identifiées selon I’expression des marqueurs CD14 et
CD16 : la population prédominantes CD14°CD16, les CD14'CD16" et CD14°CD16". Ces trois
populations constitueraient un continuum de différenciation mais leurs fonctions et
phénotypes restent encore peu connus. Les monocytes CD14°CD16 ont une faible demi-vie
dans le sang avant de se différencier en CD14°CD16" ou de disparaitre de la circulation. Les
études suggérent que les monocytes CD14" représentent les monocytes classiques et sont
recrutés sur les sites d’inflammation afin de servir de précurseurs aux macrophages (Coillard
and Segura, 2019; Ingersoll et al., 2010; Jakubzick et al., 2013). Les monocytes cD14"°cD16"
représenteraient la derniere étape de différenciation et ne se différencient pas en
macrophages mais semblent plutot impliqués dans une fonction de sentinelle et de gardien
des tissus vasculaires (Narasimhan et al., 2019; Ziegler-Heitbrock and Hofer, 2013). Chez la
souris, en se basant sur leur transcriptome les monocytes Ly6ChiCX3CR1i"tCCR2+ et les
Ly6C'°CX3CR1hiCCR2_ sont respectivement les équivalents des monocytes humains
CD14°CD16 et CD14°CD16" (Narasimhan et al., 2019). De plus, chez la souris, les monocytes
Ly6CIo représentent une population anti-inflammatoire puisqu’ils peuvent générer des
macrophages pro-régulateurs (Italiani and Boraschi, 2014; Misharin et al., 2014). Cependant
les souris déficientes en monocytes Ly6CIo présentent un nombre normal de macrophages,
suggérant que ces monocytes ne générent pas de macrophages a I’homéostasie (Hanna et
al., 2011). Le rat étant un modele peu utilisé, le nombre d’outils est limité pour étudier les
monocytes. De plus, les marqueurs identifiés ne permettent pas, pour la majorité, de définir
spécifiguement les monocytes. Néanmoins, de facon courante les monocytes de rat sont
identifiés par I’expression de SIRPao. (ED9), de CD11b, de CD43 et de CD68 (ED1). Lutilisation

du marqueur CD163 (ED2) permet de définir les macrophages tissulaires pro-inflammatoire
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(CD68'CD163") et anti-inflammatoire (CD68'CD163"), mais cette nomenclature manque de

précision (Steiniger et al., 2001; Stehling, 2004).

3.2. Implication de [IIL-34 dans la différenciation et polarisation des

macrophages a partir des monocytes

Lors d’une inflammation, les monocytes sont recrutés de la circulation sanguine dans
le tissu via différentes chimiokines dont le MCP-1 sécrété par les fibroblastes activés, les
cellules endothéliales, les monocytes et les lymphocytes (Deshmane et al., 2009). Quand les
monocytes ont migré dans le tissu, le microenvironnement comprenant des facteurs de
croissance, des cytokines et des dérivés microbiens, activent et polarisent via leur PRR les
monocytes en macrophages. Ces cellules peuvent alors jouer leur role d’élimination du
pathogene, des débris cellulaires et cellules mortes via la phagocytose accompagnée de la
production de différentes cytokines. En tant que CPA, les macrophages peuvent présenter
des peptides dérivés du pathogene a leur surface via le CMH nécessaire a I’activation de
'immunité adaptative. Puis, une fois le pathogéne éliminé, les macrophages étant des
cellules aux propriétés plastiques, elles procédent aux mécanismes de réparation et de
régénération tissulaire (Wynn et al., 2013). Afin de mieux définir les différents types de
macrophages, des nomenclatures ont été instaurées et tentent de définir et catégoriser les
macrophages selon leurs fonctions, néanmoins elles restent treés conversées majoritairement
a cause du manque de marqueurs pouvant définir I’ensemble des sous populations de
macrophages (Murray et al., 2014) (Figure 12).

De facon classique les macrophages sont catégorisés soit en macrophage de type 1
(M1) ou de type 2 (M2). Les M1, aux fonctions pro-inflammatoires, constituent la premiere
défense immunitaire et permettent la différenciation des lymphocytes T CD4" naifs en Thi.
lls sont polarisés a partir des monocytes via une stimulation au LPS et/ou avec les cytokines
Thl: IFNy, TNFa et le GM-CSF. La diversité des signaux suggere que plusieurs sous types de
M1 peuvent étre générés, mais la littérature reste encore peu claire. Statl est activé par les
interférons de type 1 aboutissant a I'expression d’iNOS, tout comme la voie NFk-B
importante dans la forte sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1a, IL-1fB, IL-6, IL-12,

IL-23 et le TNFa et de ROS. Les M1 peuvent étre définis par I’expression de plusieurs
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marqueurs de surface comme CD64 et CD80, et également CD86 et le CMH-II. De plus, ces
M1 éliminent les pathogenes via I’activation du systeme NADPH générant des ROS, mais ces
mécanismes induisent en contrepartie des dommages tissulaires (Murray, 2017; Shapouri-
Moghaddam et al., 2018).

C'est pourquoi, afin de rétablir I'homéostasie, les macrophages M2 au phénotype
anti-inflammatoire/immuno-modulateur permettent de moduler la réponse inflammatoire
vers des mécanismes de réparation et régénération tissulaire tout comme l'induction de
I'angiogenese et de la fibrose. Ces cellules conservent aussi leur capacité de phagocytose des
débris et cellules apoptotiques. Les macrophages M2 sont polarisés via différentes cytokines
en association ou non comme I'lL-4, I'lL-13, I'lL-10, I'lL-34 ou le CSF-1 (Svensson et al., 2011;
Foucher et al., 2013). Une sous-classification des macrophages M2 permet de mieux les
définir : M2a, M2b, M2c et M2d. Les M2a sont générés par I'IL-4 et I'IL-13 induisant Stat6 via
I'IL-4R, ces cellules expriment alors fortement CD206, CD80, IL-1RII, I'IL-1Ra, I'IL-10, le TGFf,
CCL17, CCL18, CCL22 et CCL24. Par ailleurs, I'ajout d’IL-33 amplifie la polarisation induite par
I'lL-13 permettant d’augmenter |'expression d’Arg-1, de CCL17 et de CCL24 (Kurowska-
Stolarska et al., 2009). Les M2b sont induits par les complexes immuns, les agonistes des TLR
ou bien les ligands de I'lL-1R. De facon paradoxale, cette sous-classe sécréte des cytokines
pro- et anti-inflammatoires comme I'IL-10, I'IL-183, I'IL-6, le CCL1 ou le TNFa et expriment a
leur surface fortement CD80 et CD14 et faiblement HLA-DR. Pour polariser les M2c, I'ajout
de glucocorticoides ou d’IL-10 est nécessaire. Ces macrophages sécretent alors de fort taux
d’IL-10 et de TGFP permettant d’éliminer les cellules apoptotiques. Un des marqueurs des
M2c est la forte expression de CD163, a l'inverse ces cellules expriment faiblement CD86 et
HLA-DR. Enfin, la sous-classe des M2d ou tumor-associated macrophages (TAM) qui est
générée par une stimulation via des agonistes de TLR ou le récepteur a I'adénosine induit la
suppression de la production de cytokines pro-inflammatoires et la forte production d’IL-10
et de vascular endothelial growth factor (VEGF) lui conférant des capacités d’angiogenese
(Murray, 2017; Shapouri-Moghaddam et al., 2018). Les TAM expriment a leur surface CD163,
ILT2, ILT3 ainsi que I'lL-1oc membranaire (Duluc et al., 2007). De plus, Foucher et al. ont
démontré que I'lL-34 et le CSF-1 permettaient d’induire des macrophages M2 avec un

phénotype similaire aux TAM (Foucher et al., 2013, 2015).
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Figure 12: Schéma représentant les stimuli d'induction des différents sous-types de macrophages et leurs
phénotype/fonctions associés.

Les macrophages étant des cellules aux propriétés plastiques, I’exposition de M2 a
des signaux de polarisation M1 permet de reprogrammer ces cellules, et vice versa. Cet
équilibre M1/M2 permet ainsi de conserver une réponse inflammatoire optimale tout en
préservant a un retour a I'homéostasie. Un déséquilibre de ce ratio est associé a une
inflammation chronique pouvant aboutir au développement de pathologies. Par exemple,
I'lIFNy et le GM-CSF sont capables in vitro de modifier des M2 induits par I'IL-34 vers un
phénotype de M1 en inhibant drastiquement I’expression d’IL-10 en faveur de I'lL-12, CD80
et CD86 (Foucher et al., 2013).

4, Régulation de I'lIL-34

L’IL-34 est une cytokine exprimée de fagon spécifique et semble agir de facon locale,
ainsi I’étude des mécanismes a l'origine de son induction ou inhibition est nécessaire pour
comprendre sa physiologie afin d’utiliser ces connaissances en thérapie.

Différentes études ont démontré que l'induction de I'lL-34 était dépendante de

différents stimuli pro-inflammatoires et de stress cellulaire tels que les agents d’altération
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de I'ADN, les ligands des TLR comme PGN, CpG et poly(l:C) ainsi que les PAMP. D’autres
stimuli comme la forme active de la vitamine D et les infections virales permettent aussi
I’expression de I'lL-34 par les neurones (Zhang et al., 2017) et hépatocytes respectivement.
Par ailleurs, les traitements de chimiothérapie augmentent aussi I'expression de I'lL-34
notamment dans les cancers pulmonaires et les mélanomes (Baghdadi et al., 2016; Han et
al., 2018). Les cytokines pro-inflammatoires IL-13 et le TNFa activent I'expression de I'lL-34
via les voies de signalisation NF-kB et JNK par les fibroblastes, les cellules épithéliales, les
ligaments parodontaux, les ostéosarcomes ainsi que par les adipocytes (Guillonneau et al.,
2017a; Baghdadi et al., 2018b). L’activation des TLR permet d’induire I'expression d’IL-34 par
les adipocytes (Chang et al., 2014) et les cellules de la lamina propria dans les maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin (Franze et al., 2015).

A l'inverse, certaines études ont démontré que I’expression de I'IL-34 pouvait étre
diminuée. Dans la polyarthrite rhumatoide, une équipe a mis en évidence que le TGFB1 et
BMP2 étaient des inhibiteurs d’IL-34 des fibroblastes synoviaux (Chemel et al., 2017). Ou
encore dans l'infection par le virus de I’"hépatite B, miR-28-5p est impliqué dans I'inhibition

de I'lL-34 (Zhou et al., 2016b)

. Les roles biologiques de I'lIL-34 dans les pathologies : une cytokine aux multiples

facettes
1. L’IL-34 est exprimée dans de nombreuses pathologies

Depuis la découverte de I'lL-34 et de son potentiel comme cible ou outil
thérapeutique, de nombreuses équipes étudient le lien entre I'lL-34 et des pathologies
comme les désordres neurologiques, les maladies de la peau, les cancers, les maladies auto-
immunes, les maladies inflammatoires, ou le réle de cette cytokine en transplantation, dans
les infections, les désordres métaboliques et dans les maladies cardiaques (Tableau Ill). Le
role exact de I'lL-34 dans ces pathologies est encore controversé et parfois contradictoire.
Certaines études affirment que I'IL-34 est une cytokine pro-inflammatoire (Franze et al.,
2015; Baghdadi et al., 2017; Baek et al., 2015; Khoshnan et al., 2017) mais d’autres études
démontrent sa capacité a induire des macrophages pro-régulateurs ainsi que son rdle dans
les fonctions suppressives des Tregs (Guillonneau et al., 2007a; Foucher et al., 2013; Bézie et

al., 2015a; San Segundo et al., 2016; Zhao et al., 2018a; Baghdadi et al., 2019). Les actions de
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I'lL-34 restent a étre élucidées, son expression plus locale que celle de CSF-1 peut suggérer

des fonctions dépendantes de I’environnement. De plus ses effets via ses autres récepteurs,

PTPC et CD138 sont peu étudiés.

Stimuli Inhibition Expression (vs HV) Source cellulaire
Maladie d'Alzheimer Vitamine D ND Diminution Neurones
Maladies
neurologiques Sclérose en plaque ND ND Similaire Neurones
Maladie d'Huntington Agrégats mHTTX1 ND Augmentation Neurones
A tation (dans |
Psoriasis ND ND ugmenta |on. (. ansfa Kératinocytes ?
forme arthritique)
Dermatite atopique ND ND Diminution (lésions) Kératinocytes ?
Ostéosarcome ND ND Augmentation Ostéoclastes
Myélome multiple ND ND Augmentation Cellules cancéreuses
C | i R . .
an.cel: pu,nr!onalre Chimiothérapie ND Augmentation Cellules cancéreuses
chimio-résistant
Cancers Mélanome résistant Chimiothérapie ND Augmentation Cellules cancéreuses
Hepatocarcllnome ND MIRNA-28- Augmentation Cellules cancéreuses
cellulaire S5p
. llul 5
Cancer colorectal ND ND Augmentation Cellules Fancereqses et
lamina propria
TGFB
Polyarthri !
olyart tlte TNFa, IL-1B BPM2, Augmentation Fibroblastes synoviaux
rhumatoide -
anti-TNFou
Maladies auto-  Lupus érythémateux ;
immunes systémique ND ND Augmentation ND
Cellules épithéliales
Syndrome de Sjégren ND ND Augmentation salivaires péri-
Iésionnelles
Ligaments
Parodontite TNFo, IL-1 ND Augmentation parodontaux,
fibroblastes gingivaux
Maladi
aacle IL-6, TNFat, PGN, _ . . .
Inflammation inflammatoires Anti-TNFa Augmentation Lamina propria
. " . poly(l:C), CpG
chroniques de l'intestin
NAFLD TNFa ND Augmentation Fibroblastes
llules épithélial
Ischémie/Reperfusion ND ND Augmentation cellu es.eplt ,e aes
tubulaires rénales
Blocage de la voie de Cellules épithéliales
. co-stimulation CD40- . tubulaires rénales,
Transplantation CD4OL, ND Augmentation Tregs CD4"FoxP3" et
ischémie/reperfusion Tregs CD8 FoxP3"
HCV ND ND Augmentation Hépatocytes
HBV ND ND Augmentation/Diminution Hépatocytes
Similaire chez
. HIV ND ND I'Homme/Augmentation ND
Infections chez le cheval
Influenza A IL-22 ND Augmentation PBMC
Candida albicans ND ND Augmentation Kératinocytes
Choc sceptique ND ND Augmentation ND
Cyto- et
Interface foeto-maternelle ND ND Normale Y
syncytiotrophoblastes
Perturbations Obésité TNFo, IL-1B ‘(‘:&;—rg;ilj‘ Augmentation Adipocytes
métaboliques
1au Diabéte ND ND Augmentation ND
Insuffisance cardiaque ND ND Augmentation ND

Tableau lll: Tableau regroupant I'expression de I'IL-34 dans les différentes pathologies. HV : healthy volunteer

(volontaires sains).




Certaines de ces études sont basées sur des corrélations entre la progression et la
sévérité de la pathologie et le taux d’IL-34, néanmoins peu d’entre elles mettent en évidence
si I'lL-34 est la cause ou la conséquence de l'induction de la pathologie. En effet, les
cytokines pro-inflammatoires IL-13 et TNFa sont retrouvées dans différentes études comme
induisant I’expression de I'lL-34. Son expression peut donc aussi étre induite dans un but de
compensation de I’environnement pro-inflammatoire délétére. Par ailleurs les taux moyens
d’IL-34 sérique retrouvés chez les volontaires sains varient énormément entre les études. En
effet, certaines études retrouvent des taux tres faibles voire indétectables, et d’autres
équipes indiquent des concentrations moyennes nettement plus importantes. Ces

différences peuvent expliquer les conclusions contradictoires.

2. Les rdles de I'lL-34 dans le SNC a travers la génération/homéostasie de la

microglie
2.1. Lerdle dichotomique de I'IL-34 dans les maladies neurologiques

Les récepteurs de I'lL-34, CSF-1R et PTP{ sont exprimés au niveau du SNC par la
microglie ou I'lL-34 semble avoir des effets bénéfiques et déléteres en fonction du contexte
(Figure 13). Ce role dichotomique peut étre lié a sa capacité de génération et d’homéostasie
de la microglie. Cette population joue un réle crucial de sentinelle du SNC ainsi que dans le
remodelage des synapses neuronales pendant le développement et I'homéostasie. Les
capacités de plasticité de la microglie suggérent une hétérogénéité en fonction de son
environnement (Li and Barres, 2018). Ainsi, I'étude de la contribution de la microglie en
terme de prolifération et d’activation est un des enjeux dans la compréhension du
développement des maladies du SNC. Dans certaines conditions le role de la microglie reste
controversé. Par exemple, dans le cas d’une infection avec les prions, une étude indique que
le blocage de CSF-1R permet de limiter la prolifération et 'activation de la microglie ainsi
que de réduire les dommages neuronaux démontrant la participation délétere de la
microglie (Gomez-Nicola et al., 2013). A l'inverse dans une autre étude, la déplétion de la
microglie in vitro et in vivo avec I'utilisation des souris /134°“*%Z déficientes en microglie,
I'infection avec les prions résulte d’un effet protecteur médié par la microglie. En effet, les

LacZ/LacZ

agrégats de prions sont nettement augmentés in vitro et chez les souris //34 suggérant

gu’en cas d’infection, la microglie permettrait de phagocyter les agrégats limitant le
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développement de la pathologie (Zhu et al., 2016) (tableau IV, p71). La microglie représente
une population de cellules plastiques tres sensibles a I’'environnement, ainsi son réle peut
varier selon le contexte. Dans ce cadre, différentes études se sont intéressées au role de I'IL-

34 dans les pathologies du SNC.

a. Les implications neuro-protectrices de I'IL-34
i. La maladie d’Alzheimer

Dans la maladie d’Alzheimer, I'lL-34 joue un roéle bénéfique. Cette maladie
neurodégénérative multifactorielle est caractérisée par une accumulation de plaques
anormales d’amyloides 3 (AB), une hyperphosphorylation de tau, un stress oxydatif et autres
processus pathogéniques (James and Bennett, 2019). Néanmoins, les plaques AB sont un
critére majeur dans cette pathologie et induisent une neurotoxicité importante. En effet,
elles inhibent la potentialisation a long terme de I’hippocampe (diminuant les capacités de
mémoire), augmentent I'état de dépression sur le long terme et rompent la plasticité
synaptique. De plus, les plaques AP induisent des ROS suite a I’activation des récepteurs N-
methyl-D-aspartate (NMDA). Dans la maladie d’Alzheimer, la microglie participe a la
progression de la maladie via I'expression de cytokines pro-inflammatoires, de protéines du
complément et de radicaux libres. Mais elle joue aussi un role protecteur via sa capacité de
phagocytose, de sécrétion de facteurs neuro-protecteur et de dégradation des plaques AP
(Wang et al., 2017c).

Ainsi, des études se sont intéressées a I'implication de I'IL-34 dans le développement
de cette pathologie. Dans le modeéle transgénique murin APP/PS mimant la maladie
d’Alzheimer, I'lL-34 est produite par les neurones et joue un réle neuro-protecteur
important via CSF-1R exprimé par la microglie. L'lL-34 permet d’induire la prolifération et
I’expression d’IDE, d’"HO-1 et du TGF par la microglie. IDE est une enzyme requise pour la
dégradation et I’élimination des plaques AP et HO-1 est une enzyme anti-oxydante inhibant
les ROS induits par les plaques AB (Mizuno et al., 2011a). Le TGF3 a été identifié comme
neuro-protecteur protégeant les neurones contre |’excitoxicité (destruction neuronale due a
la sur-activation des récepteurs NDMA ou AMPA), I'"hypoxie, I'ischémie et la toxicité due aux
plaques AP (Ma et al., 2012a) (tableau V, p80). Une autre étude a démontré une expression

de Csf1r par une sous-population de neurones présents dans I’hippocampe (1%-2%) qui est
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augmentée lors d’une inflammation. Ainsi, I'IL-34 peut agir directement sur les neurones de
I’"hippocampe dans le cas d’une toxicité générée par |'acide kainique en induisant une
réparation neuronale et protéger contre I'excitoxicité via |'activation de la voie de
signalisation CREB (Luo et al., 2013a). Ce réle protecteur dans la maladie d’Alzheimer est
conforté par une étude chez I’'Homme, dans laquelle I'lL-34 est nettement moins exprimée
chez les patients atteints de la pathologie comparés a des patients contréles non déments
(Walker et al., 2017). De plus, la vitamine D a été suggérée comme bénéfique dans la
maladie d’Alzheimer. En effet, il semblerait qu'elle permette d’améliorer la capacité de
phagocytose des plaques AP par les macrophages (Lu’o’ng and Nguyen, 2013; Masoumi et
al., 2009; Mizwicki et al., 2012). De plus, une autre équipe a mis en évidence que la forme
active de la vitamine D : 1a,25(0H),D3 permet I'induction de I'expression de I'lL-34 par la
lignée cellulaire neuronale SH-SY5Y (Zhang et al., 2017) suggérant son utilisation en thérapie
dans la maladie d’Alzheimer. Ainsi, identifier les mécanismes aboutissant a la diminution
d’IL-34 chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer pourrait permettre d’établir une
stratégie thérapeutique dans le but d’augmenter I'lL-34. Cette derniere pourrait alors
exercer ses fonctions d’homéostasie de la microglie et d’induction d’IDE et HO-1 nécessaires
a I’élimination des plaques Ap.

De facon intéressante, les patients atteints de la maladie d’Alzheimer présentent une
expression sérique moins importante de CSF-1 (Ray et al., 2007) alors que I'expression de
son messager Csf1 est plus élevée dans le cerveau, a l'inverse de I'l/34 (Walker et al., 2017).
L'injection de CSF-1 chez les souris APP/PS permet aussi d’améliorer les fonctions cognitives

en diminuant le niveau des plaques AP (Boissonneault et al., 2009; Luo et al., 2013a).

ii. La sclérose en plaque

La sclérose en plaque est une maladie dont les mécanismes de développement et de
progression sont encore peu connus. C’'est une maladie chronique démyélinisante du SNC
médiée par le systeme immunitaire. Les patients présentent une inflammation, des plaques
démyélinisées et des dommages des axones. La progression de la pathologie est hétérogéne
entre les patients. La majorité des patients développent une phase aigué transitoire avec des
déficits neurologiques (relapsing remitting multiple sclerosis : RRMS). Mais au cours du

temps, ces troubles neurologiques persistent aprés les épisodes de rechute (secondary
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progressive multiple sclerosis : SPMS). Une minorité de patients développent une maladie
progressive sans période de rémission (primary progressive multiple sclerosis : PPMS) (Filippi
et al., 2018). Des modeles murins d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) ont
été développés depuis I'identification d’antigenes du SNC capables d’induire des symptémes
ressemblant aux patients. En effet, une immunisation avec des protéines telles que myelin
basic protein (MBP) ou myelin oligoglycoprotein (MOG) en association avec de |’adjuvant
complet de Freund permet d’expandre des clones de lymphocytes T spécifiques de
I'antigéne. L’ajout de toxine pertussique rompt l'intégrité de la BHE permettant aux
lymphocytes T de migrer dans le SNC et d’induire des Iésions axonales et déficits neuronaux.
Dans ces modéles d’EAE, les lymphocytes T CD4" et CD8" jouent un role pathogénique. En
effet, les lymphocytes T CD4" se différencient en Th1l et Th17 selon I'environnement et
sécrétent alors de I'lFNy, de I'lL-12 et de I'IL-17. L'implication des lymphocytes T CD8" a été
mise en évidence dans un second temps avec |'observation que les patients atteints de
sclérose en plaque présentent un nombre absolu de lymphocytes T CD8" nettement plus
important que de lymphocytes T CD4" (Lassmann and Bradl, 2017; Glatigny and Bettelli,
2018). Néanmoins, 'utilisation de ces modeles EAE dans |'étude de la pathologie de la
sclérose en plaque est trés conversée étant donné que |'origine de cette pathologie n’est pas
connue. En effet, I'induction de la sclérose en plague ne semble pas provenir d’un peptide
du SNC présenté en périphérie activant les lymphocytes.

Une récente étude s’est intéressée au role de I'lL-34 dans le développement de I'EAE.
Cette équipe a mis en évidence la présence d’une sous-population de microglie CD11c" qui
augmente lors d’une inflammation du SNC. Cette sous-population présente une faible
capacité immuno-stimulatrice de Thl et Th17 suggérant un role protecteur (Wlodarczyk et
al., 2014). L'administration d’IL-34 ou de CSF-1 permet de stimuler la prolifération via
I'interaction avec CSF-1R de maniere CCL2 dépendante. Ainsi dans un modele d’EAE, I'équipe
a démontré l'effet protecteur de ces cytokines. En effet, I'lL-34 et le CSF-1 permettent
d’inhiber la sévérité de la pathologie via I'induction de la prolifération de la microglie CD11c*
suggérant leur potentiel thérapeutique (tableaux IV et V, p71 et p80). Par ailleurs, cette
population n’étant pas présente a I’état basal, les auteurs suggéerent qu’elle provient du
recrutement et de la différenciation de monocytes circulants (Wlodarczyk et al., 2019).
L'implication de I'lL-34 dans ce modéle de sclérose en plague semble bénéfique, mais une

étude dans une cohorte de patients atteints de la forme RRMS traités ou non traités a mis en
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évidence que le taux sérique d’IL-34 ne varie ni en fonction du traitement ni au cours du
temps et reste similaire a des volontaires sains (Abdel-Dayem et al., 2019). Néanmoins,
I'effet de I'lL-34 semble étre local et spécifique, ainsi étudier son taux dans le liquide

cérébro-spinal pourrait permettre de vérifier ces résultats.

iii. Le rétablissement de l'intégrité de la barriére hémato-

encéphalique

Dans les maladies neurodégénératives du SNC, l'intégrité de la barriere hémato-
encéphalique (BHE) est généralement rompue causée par des cytokines pro-inflammatoires
qui diminuent I'expression des jonctions serrées. Or, constituée de cellules endothéliales
capillaires, de péricytes et d’astrocytes, la BHE joue un réle majeur dans le maintien de
I’'hnoméostasie du SNC (Sweeney et al., 2018). Une équipe a mis en évidence, que les cellules
endothéliales capillaires expriment CSF-1R, I'lL-34 peut alors interagir avec les cellules
endothéliales ayant pour conséquences d’antagoniser les effets des cytokines pro-
inflammatoires TNFa et IL-1B. En effet, I'lL-34 permet I'augmentation de I'expression des
protéines des jonctions serrées claudin-5 et d’occludine, rétablissant I'intégrité de la BHE (Jin
et al., 2014). Ces résultats suggerent le potentiel thérapeutique de I'IL-34 dans les maladies
du SNC via ses capacités a stimuler une microglie au phénotype protecteur et a rétablir
I'intégrité de la BHE (tableau V, p80). Le role de CSF-1 dans la restauration de I'intégrité de la
BHE n’a pas été étudié, cependant ce mécanisme est induit par le récepteur CSF-1R ainsi son

implication ne peut étre exclue.

b. L’implication neurodégénérative de I'IL-34 dans la maladie

d’Huntington

Dans la maladie d’Huntington, le role de I'IL-34 semble délétére et promeut la neuro-
dégénération. Cette pathologie héréditaire se caractérise par I'accumulation de protéines
anormales mHTTx1 dans le systéme nerveux central, qui induit une activation aberrante de
voies de signalisation, une modification du transcriptome et une neuro-dégénération
(McColgan and Tabrizi, 2018). La microglie semble impliquée dans le développement de la
pathologie puisque son état d’activation permet de prédire son initiation (Crotti et al., 2014).

Les agrégats de mHTTx1 induisent I'expression d’IL-34 et de la pro-caspase 3 par les
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neurones, de maniere dépendante de la voie de signalisation IKKP impliquée dans le clivage
des protéines mHTT amyloidogéniques (Khoshnan et al., 2004). Mais I'IL-34 seule n’est pas
impliquée dans I'accumulation de mHTTx1 ni dans le clivage de la pro-caspase 3, forme
active aboutissant a I'apoptose de la cellule. Cependant, la surexpression d’IL-34 en
association a une accumulation des agrégats de mHTTx1 chez le rat conduit a une forte perte

neuronale médiée par la microglie (Khoshnan et al., 2017) (tableau V, p80).
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Figure 13: Schéma représentant les implications de I'lL-34 dans les pathologies du SNC. BHE : barriére
hémato-encéphalique ; AB : plagues anormales d’amyloides 3.

3. Les roles de I'IL-34 a travers la génération/homéostasie des cellules de

Langerhans

Les cellules de Langerhans partagent des fonctions spécifiques aux macrophages et
cellules dendritiques, leur classification est donc paradoxale. En effet, retrouvées dans
I'épiderme, I'épithélium stratifié de la cornée, buccal, gingival et dans la muqueuse
intestinale, elles se maintiennent localement par prolifération comme les macrophages.
Mais a lI'inverse des macrophages et de facon similaire aux cellules dendritiques, les cellules

de Langerhans sont capables de capturer un antigene, de migrer dans les nceuds
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lymphatiques puis de stimuler les lymphocytes T afin de déclencher une réponse
immunitaire. Les cellules de Langerhans deviennent pleinement matures apres la naissance
avec I'expression des marqueurs CD207 (langérine), CMH-II et CD11c (Doebel et al., 2017).

LacZ/LacZ

La déficience en cellules de Langerhans dans le modele //134 en fait un modele d’étude

important pour définir le role de ces cellules.

Les souris //34-0%/tacZ

présentent une déficience de ces cellules et sont moins
sensibles a la réponse induite par I'application de I'hapténe DNFB avec une production
d’IFNy par les lymphocytes T drainants moins importante que par les cellules des souris
1134""*, De la méme maniére, dans un modele d’infection par Candida albicans, la réponse
immune est amoindrie chez les souris déficientes en //34 (Wang et al., 2012a). Ces résultats
suggerent que les cellules de Langerhans sont nécessaires au développement de la réponse
d’hypersensibilité de contact (CHS) (tableaux IV et V, p71 et p80).

De maniére similaire dans les modeles de psoriasis, le réle des cellules de Langerhans
est a définir. 'application d’Imiquimod (un agoniste du TLR7) sur la peau des animaux
génére une activation des lymphocytes Tyd et des innate lymphoid cells (ILC) produisant de
I'lL-17 a l'origine de lésions (van der Fits et al., 2009; Cai et al., 2011; Pantelyushin et al.,
2012). Greter et al. ont montré grace aux souris déficientes en /134, que les cellules de
Langerhans n’avaient pas d’impact dans la réponse induite (Greter et al., 2012). Mais une
autre étude met en avant que les cellules de Langerhans sont activées suite a
I'administration d'Imiquimod, induisant les signaux pro-inflammatoires nécessaires a
I’établissement de la réponse immune dans ce modeéle (Xiao et al., 2017). Chez 'Homme, le
psoriasis est une maladie auto-immune de la peau pouvant aboutir a de I'arthrite
psoriasique. Le taux sérique d’IL-34 est plus élevé chez les patients souffrant de la forme
arthritique par rapport aux patients non arthritique et contréles sains, néanmoins ce taux
corrélant avec le nombre d’ostéoclastes précurseurs circulants (Li et al.,, 2017). Ainsi, il
semblerait que le rble délétere de I'lL-34 soit majoritairement di a sa capacité
d’ostéoclastogénése plutdét qu’a son rble dans la génération des cellules Langerhans.
Néanmoins, dans la dermatite atopique, une maladie de la peau, les taux d’IL-34 sont plus
faibles dans les zones lésées que dans les zones saines suggérant un réle protecteur de I'IL-
34 dans le développement de cette pathologie (Esaki et al., 2015). Mais I'implication des

cellules de Langerhans ou des macrophages dermiques n’a pas été identifiée.

52



4. Les roles de I'lL-34 a travers la génération de macrophages
4.1. Le réle néfaste de I'lL-34 dans les cancers via les TAM

Une analyse génomique intégrative a révélé que I'lL-34 était exprimée dans de
nombreux cancers (sang, cerveau, sein, yeux, téte, cou, poumons, ovaires et peau). De plus,
les résultats ont indiqué une association entre I’IL-34 et le mauvais pronostic suggérant son
implication dans le développement tumoral. Cependant, les variables inter-cancers sont
importantes, les auteurs précisent que I'lL-34 n’est pas soit pro- ou anti-tumoral, et peut
donc participer dans I'immunité pro- et anti-tumorale (Wang et al., 2015a). L'IL-34 a été
identifiée dans différents cancers comme dans les tumeurs a cellules géantes, les
ostéosarcomes, les cancers ovariens, les cancers pulmonaires, les cancers du foie, les
cancers colorectaux, les mélanomes et cancers du sein et est impliquée dans différents
processus dans le microenvironnement tumoral (Figure 14).

Les tumeurs a cellules géantes se caractérisent par la présence d’ostéoclastes, de
macrophages CD68" et de cellules stromales induisant une destruction osseuse sévére.
L'implication de CSF-1 dans ce cancer a été mise en évidence précédemment grace a sa
capacité a induire l'ostéoclastogénése en présence de RANKL (Hodge et al.,, 2007).
Partageant certaines des fonctions de CSF-1, I'lL-34 est exprimé par les ostéoclastes et plus
faiblement par les cellules stromales des tumeurs a cellules géantes. Chez la souris et
I'Homme, I'lL-34 est capable de substituer le CSF-1 dans la génération d’ostéoclastes en
association au RANKL a partir de précurseurs murins CD11b" et monocytes humains CD14"
(tableau V, p80). Cette génération est dépendante de la voie de signalisation ERK1/2 en aval
de CSF-1R. Cependant I'lL-34 ne permet pas la survie des ostéoclastes mais favorise leur
adhésion et prolifération (Baud’huin et al., 2010). Le réle de I'lL-34 dans la formation
d’ostéoclastes a aussi mis en évidence dans le myélome multiple (Baghdadi et al., 2019). Les
ostéosarcomes sont dans cancers osseux hautement agressifs. L’'IL-34 est exprimée
fortement dans ce cancer et sa surexpression dans un modele tumoral chez la souris induit
une progression tumorale accélérée ainsi qu’une augmentation des métastases pulmonaires
(tableau IV, p71). De facon intéressante, dans ces tumeurs le nombre de vaisseaux
nouvellement formés (CD146%) est plus important, mettant en évidence la capacité pro-

angiogénique de I'IL-34. De plus, I'lL-34 induit I'adhésion et le recrutement des TAM
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favorisant I’environnement anti-inflammatoire et la progression tumorale (Ségaliny et al.,
2015b)(tableau V, p80).

Dans le microenvironnement tumoral, |'IL-34 favorise la génération de
macrophages/TAM qui participent a la progression tumorale via la sécrétion de cytokines
régulatrices comme I'lL-10 et le TGFp. En effet, I'IL-34 est capable d’induire des macrophages
CD14'CD68" a partir de leucémies monocytaires, néanmoins I’IL-34 ne permet pas d’induire
leur croissance ou prolifération, seulement leur survie (Booker et al., 2015). De plus, dans les
cancers ovariens les TAM expriment I”’IL-1oc membranaire qui permet de générer des Th17 a
partir de lymphocytes T CD4" mémoires. De plus Foucher et al. ont démontré que I'lL-34
permet de différencier les monocytes en macrophages M2 IL-10"IL-12°CMH-11°CD80°CD86'"
(Foucher et al., 2013) et expriment aussi I'lL-1a membranaire, leur conférant la capacité
d’induire des Th17 (Foucher et al., 2015) (tableau V, p80). Ces résultats démontrent que les
macrophages différenciés par I'lL-34 peuvent jouer un réle pro- et anti-tumoral. Des études
supplémentaires sont nécessaires pour évaluer la participation anti-tumorale des TAM en
fonction du type de cancer.

Dans les cancers chimio-résistants, I'lL-34 participe a la progression tumorale via le
recrutement et induction de TAM. L'équipe de Baghdadi et al. a développé un modéle de
cellules pulmonaires cancéreuses chimiorésistances. Ces dernieres expriment I’IL-34 qui
permet d’induire des macrophages M2 CD68'CD163'IL-10'TGFB* similaires aux TAM
capables d’inhiber efficacement la prolifération des lymphocytes T. Dans un modéle in vivo
de croissance tumorale chez la souris humanisée, la surexpression de I'lL-34 induit une
progression tumorale augmentée avec un infiltrat de TAM est plus important, démontrant le
role de I'lL-34 dans I'induction d’un environnement tolérogene. De plus, I’expression de I'IL-
34 dans le cancer pulmonaire corréle avec un mauvais pronostique (Baghdadi et al., 2016).
Par ailleurs, I'espérance de vie est nettement réduite lorsque I'IL-34 et le CSF-1 sont
fortement co-exprimés par rapport a une expression faible ou absente de ces cytokines
(Baghdadi et al., 2018a). L’IL-34 a aussi été étudiée dans les mélanomes résistants. Les
traitements inhibiteurs des voies MAPK/ERK permettent d’améliorer la survie mais les
patients finissent par rechuter. En effet, bien qu’ils inhibent efficacement ces voies, un
rebond de la phosphorylation de ERK restaure I'activité de la voie MAPK aboutissant a la
progression tumorale. L’IL-34 et le CSF-1 étant les ligands de CSF-1R, ils sont co-exprimés et

surexprimés par les cellules cancéreuses résistantes suggérant une activité autocrine
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favorisant I'invasion, la prolifération et la survie du mélanome (Giricz et al., 2018; Han et al.,
2018).

Dans le cholangiocarcinome, l'initiation semble médiée par des cellules souches
cancéreuses (CSC) générant un environnement immunosuppresseur. En effet, ces CSC
induisent des TAM via I'expression de différentes cytokines comme I'IL-34 ou I'lIL-13 (Raggi et
al., 2017). Uinfiltration des TAM induite par I'lL-34 dans I’'hépatocarcinome cellulaire (HCC)
est un facteur indépendant de mauvais pronostique et associée a la fibrose (Noda et al.,
2019). L’équipe de Zhou et al. a identifié un micro-ARN induisant I'inhibition de I’expression
de I'lL-34. En effet, in vitro une surexpression de miR-28-5p diminue I'expression de I'lL-34 et
inversement. Dans un modéle in vivo, une déficience en miR28-5p accélére la progression
tumorale ainsi que la formation de métastases. L'infiltration de TAM médiée par I'IL-34
induit une boucle de rétroaction via la sécrétion de TGF1 qui inhibe I'expression de miR-28-
5p. Ainsi, les patients ayant a la fois un taux élevé de miR-28-5p et un faible taux d’IL-34 et
d’infiltration de TAM ont un meilleur pronostic de survie que les patients présentant des
données inverses. L'expression de miR-28-5p peut donc étre utilisé comme facteur pronostic
(Zhou et al., 2016b). Cependant, ces résultats sont a confirmés, en effet le modele in vivo
consiste en l'injection de cellules tumorales humaines chez une souris nude, or I'lL-34
murine ne possede que 68,2% d’homologie avec I'lL-34 humaine. L'infiltration des TAM par
I'lL-34 est donc a confirmer. L'implication de I'IL-34 dans le développement tumoral a aussi
été mis en évidence dans le cancer colorectal. L'IL-34 est exprimé par les cellules
cancéreuses ainsi que par les cellules mononuclées de la lamina propria. De plus, ses
récepteurs CSF-1R et PTPC sont exprimés par les cellules cancéreuses. Ainsi I'IL-34 induit via
la voie de signalisation ERK1/2, la prolifération et I'invasion des cellules cancéreuses sans
affecter leur survie (Franzeé et al.,, 2017). Néanmoins dans un modele murin tumoral de
cellules de colon (lignée MC38), I'utilisation d’un anticorps bloquant I'lL-34 n’a aucun effet
sur l'infiltration du microenvironnement ni sur le phénotype des cellules. A I'inverse, bloquer
le CSF-1 dans ce méme modele permet de diminuer l'infiltrat en TAM présentant une
augmentation de l'expression de NOS2, CD86, Arg-1, CMH-Il et PD-L1 altérant leurs
fonctions. La combinaison du blocage de I'lL-34 et CSF-1 améliore légerement les effets mais
pas de facon significative (Lin et al., 2019) (tableau IV, p71).

A l'inverse des autres cancers décrits, une expression élevée d’IL-34 dans le cancer du

sein correle avec I'amélioration de la survie et un meilleur pronostic mais dépend du sous-
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type du cancer. Son role dépend de I'expression de ses récepteurs au sein du

microenvironnement tumoral (Zins et al., 2018).
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Figure 14: Schéma représentant les implications de I'lL-34 dans les cancers (Baghdadi et al., 2017).

4.2. Lesrbles de I'IL-34 dans les maladies auto-immunes

a. L’implication délétéere de [IIL-34 dans la polyarthrite

rhumatoide via les ostéoclastes

La polyarthrite rhumatoide est une maladie auto-immune inflammatoire du cartilage
des articulations. Elle se caractérise généralement par la présence d’auto-anticorps anti-IgG
(ou facteur rhumatoide) et anti-protéines citrullinés (ACPA). Sans traitement les patients
développent une destruction osseuse importante aboutissant a des handicaps séveres. Un
ensemble de facteurs de risque génétique induisent la formation de néoantigenes dus aux
post-modifications traductionnelles de citrunnillation qui activent les CPA puis les
lymphocytes T et B. Ces derniers vont migrer dans le synovium et sécréter de nombreuses
cytokines telles que le TNFa, I'lL-1, I'IL-6, I'IL17, I'IFNy et le RANKL. L'infiltration importante
de cellules aboutit a la formation d’ostéoclastes induisant la destruction osseuse (Smolen et
al., 2018). L'implication de CSF-1 dans cette pathologie a été mise en évidence dans
différentes études dans lesquelles le blocage de CSF-1 limite la sévérité de la polyarthrite

rhumatoide (Garcia et al., 2016). Ces études suggerent que le CSF-1 joue un réle dans le
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recrutement de cellules dans le synovium ainsi que dans la formation d’ostéoclastes. C’est
pourquoi, d’autres études se sont intéressées a I'implication de I'IL-34 dans cette pathologie
afin d’identifier une nouvelle approche thérapeutique (Figure 15).

L’IL-34 semble impliquée dans la polyarthrite rhumatoide puisque son expression est
plus importante dans le sérum/plasma et dans le liquide synovial que chez les patients
contrble souffrant d’ostéoarthrite. De plus, I'lL-34 corréle positivement avec plusieurs
criteres inflammatoires de la pathologie comme le score DAS28, l'infiltration de leucocytes,
le facteur rhumatoide, le taux d’anticorps ACPA, la CRP, le MMP-3, I'IL-6, I'lL-8, le TNFa, le
RANKL, la destruction osseuse et la vitesse de sédimentation des érythrocytes. Cependant, le
taux d’IL-34 ne correle pas avec I'ostéoporose (Chemel et al., 2012a; Hwang et al., 2012;
Moon et al., 2013; Tian et al., 2013; Chang et al., 2015; Zhang et al., 2015a; Elkhider et al.,
2019; Li et al., 2019). L'équipe de Chang et al. indiquent que |'lL-34 peut étre utilisée comme
facteur de prédiction de progression de la maladie, néanmoins le nombre de patients étant
faible, ces résultats sont a confirmer (Chang et al., 2015). Par ailleurs, le traitement anti-
TNFoa induisant une diminution de |'expression de I'lL-34, cette cytokine est facteur de
bonne réponse au traitement si sa concentration sérique est inférieure a 194,12 pg/mL (Ding
et al., 2015). L'expression de I'lL-34 par les fibroblastes synoviaux et synoviocytes est induite
par I'lL-1p et le TNFa via les voies de signalisation JNK et NF-kB. L’inhibition de TNFa a donc
un effet direct sur I'lL-34. Le TGF1 et BMP-2 sont aussi retrouvés dans le liquide synovial
des patients et ont un effet inhibiteur de I’expression d’IL-34 par les fibroblastes synoviaux
(Chemel et al., 2017). Toutes ces études ont mis en évidence plusieurs mécanismes
favorisant le développement et le maintien de la pathologie. Tout d’abord, I'lL-34 est
impliqué dans l'ostéoclastogénese, en effet d’une part I'lL-34 augmente I'expression de
RANKL et diminue celle d’OPG (inhibe la formation d’ostéoclastes) par les fibroblastes (Cui
et al.,, 2019), et d’autre part I'lL-34 permet la migration des précurseurs des ostéoclastes
(tableau V, p80). Ainsi en association avec RANKL, I'IL-34 génére des ostéoclastes comme
I'avait démontré deux précédentes études (Baud’huin et al., 2010; Chen et al., 2011b;
Hwang et al.,, 2012). L'lIL-34 semble aussi impliquée dans la résistance a I'apoptose des
fibroblastes synoviaux. En effet, son expression augmente la phosphorylation de Stat3
induisant I'augmentation de miR-21. La conséquence est I'augmentation du ratio Bcl-2/Bax.
Or Bcl-2 est pro-apoptotique et Bax anti-apoptotique, ainsi les fibroblastes synoviaux sont

plus résistants a I'apoptose maintenant I’environnement inflammatoire et la destruction de
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I'os (Yang et al., 2016). Une récente étude a mis en évidence que I'lL-34 joue un rdle dans la
progression de la maladie via I'induction de I'angiogeneése, en effet I'lL-34 induit I’expression
de VEGF et HIF-1a. par les PBMC des patients atteints de la polyarthrite rhumatoide (Ding et
al., 2019). Ce role dans I'angiogenése a aussi été démontré dans une précédente étude par
Ségaliny et al. dans I'ostéosarcome métastasique (Ségaliny et al., 2015b; Cui et al., 2019). De
facon intéressante, I'IL-34 est capable d’induire I'expression d’IL-17 par les PMBC de patients
souffrant de la polyarthrite rhumatoide suggérant une nouvelle implication (Tian et al.,
2013). Fonctionnellement, I'lL-34 active les fibroblastes synoviaux qui expriment CSF-1R, qui
sécrétent de I'lL-6. La co-culture avec des lymphocytes T CD4" naifs augmente la génération
de Th17 (Wang et al., 2017a). Ces résultats ont aussi été retrouvés avec la lignée
monocytaires THP-1 dans laquelle I'lL-34 induit I'expression de ROS et d’IL-6 permettant le
développement de Th17 (Wang et al., 2018a). Dans le modeéle murin d’arthrite (collagen-
induced arthritis: CIA), I'lL-34 est aussi augmentée durant le développement de la
pathologie (Galligan and Fish, 2017). De plus, I'administration d’IL-34 dans ce modéle
augmente la sévérité des symptémes ainsi que I'expression du TNFa, de I'lL-6 et de I'lL-17
(tableau IV, p71). De facon intéressante, le blocage de I'lL-17 permet de fortement inhiber la
2018a). Dans ce modeéle, une équipe a mis en évidence que |'IL-34 était capable d’induire la
migration des fibrocytes. Ces cellules sont des cellules souches circulantes multipotentes qui
pourraient servir de réservoir aux fibroblastes synoviaux participants au développement et

maintien de la pathologie (Galligan et al., 2010; Galligan and Fish, 2012).
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Figure 15:Représentation schématique des roles de I'lL-34 dans la polyarthrite rhumatoide. PBMC : peripheral
blood mononuclear cells ; —® :induction ; — : inhibition.

b. Le lupus érythémateux systémique, un réle de I'IL-34 a

confirmer

Le lupus érythémateux systémique est une maladie auto-immune inflammatoire
chronique présentant des caractéristiques communes avec la polyarthrite rhumatoide.
L’étiologie reste encore inconnue mais cette maladie est médiée par une mauvaise réponse
immune contre les acides nucléiques (Kaul et al., 2016). Une étude transcriptomique dans
trois modeles de lupus néphrétique chez les souris NZB/W F1, NZB/BXSB et NZM2410 a
révélé que 262 genes communs étaient augmentés dont I'IL-34 (Bethunaickan et al., 2013).
Cependant son réle n’avait pas été décrit. Deux études ont mis en évidence que le taux d’IL-
34 sérique est plus élevé chez les patients avec un lupus actif (sans distinction de la forme
néphrétique) en comparaison aux patients en rémission et volontaires sains. De plus, le taux
d’IL-34 n’est pas augmenté dans la forme du lupus érythémateux discoide par rapport aux
volontaires sains. Dans le lupus érythémateux systémique, I'lL-34 corréle avec plusieurs
criteres comme le taux d’anticorps anti-double brin de I’ADN, le taux d’lgG, l'infiltration de
lymphocytes T et macrophages, la CRP ainsi que le grade clinique. Et corréle négativement

avec la concentration en hémoglobine, un critére clinique retrouvé chez ces patients (Xie et
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al., 2018). Par ailleurs, les patients sous traitement immunosuppresseurs ou corticoides
présentent une diminution du taux d’IL-34 suggérant son implication dans la pathologie
(Wang et al., 2017b). Mais ces traitements immunosuppresseurs inhibent la réponse
immune de facon générale et non spécifique.

Afin d’étudier le role in vivo de I'lL-34 dans le lupus, différents modeles murins ont
été développés mimant les caractéristiques de la pathologie. Le modéle murin MRL-Fas"®"
développe spontanément des Iésions similaires au lupus érythémateux systémique et se
caractérise par une production d’auto-anticorps, un déficit en molécules du complément
ainsi qu’une glomérulonéphrite médiée par ces complexes d’anticorps. En effet, ces souris
présentent aussi un déficit d’apoptose, une lymphadénopathie due a I'accumulation de
lymphocytes CD3'CD4CD8 et B220" (Fujii et al., 2009). Dans ce modéle, I'lL-34 et ses
récepteurs CFS-1R et PTPC sont surexprimés par les cellules épithéliales tubulaires (TEC)
dans les phases avancées de la maladie. Grace au croisement de cette souche avec les souris
113449412 yne équipe a mis en évidence que I'lL-34 était impliqué dans le développement
du lupus néphrétique. En effet, son absence inhibe le développement de la pathologie en
diminuant les marqueurs biochimiques de souffrance rénale, le taux d’auto-anticorps, les
lésions tissulaires rénales et de la peau ainsi que linfiltration cellulaire dans le rein
permettant ainsi d’améliorer la fonction glomérulaire rénale. Fonctionnellement, I'lL-34
semble impliquée dans I'expansion des précurseurs hématopoiétiques de la moelle osseuse,
augmentant le nombre de monocytes circulants (tableau V, p80). Différentes chimiokines
intra-rénales sont induites par I'lL-34 comme MCP-1, MIP-1a, RANTES, IP-10 et BCA-1
induisant l'infiltration des monocytes et lymphocytes T et B dans le rein. Cependant I'IL-34
n‘induit pas la différenciation des monocytes en macrophages mais permet leur
accumulation dans le rein et ils induisent |'apoptose des TEC développant Ila
glomérulonéphrite (Wada et al., 2019). Ces résultats font échos au réle de I'lL-34 dans
I'ischémie/reperfusion, en effet I'lL-34 permet aussi de recruter les monocytes/macrophages
dans le rein aboutissant a la destruction des TEC (cf partie Ill 4.3.d) (Baek et al., 2015).
Néanmoins ces résultats ne sont pas retrouvés dans un autre modéle murin NZB/W F1 de
lupus. Ces souris sont issues d’un croisement entre une souche NZB et une souche NZW qui
présentent toutes deux une auto-immunité. Le croisement F1 présente une
lymphadénopathie, une splénomégalie, une augmentation des auto-anticorps dont des IgG

anti-double brin de I’ADN et une glomérulonéphrite générée par les complexes immuns. Ces
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symptoémes aboutissent a une défaillance rénale a 10-12mois (Perry et al., 2011). Dans ce
modeéle le blocage de I'lL-34 en association ou non au blocage du CSF-1 par des anticorps ne
permet d’améliorer ni la survie ni la protéinurie qui rend compte de I'état de la progression
de la pathologie (Lin et al., 2019) (tableau IV, p71). Ces modeles murins miment le
développement du lupus néphrétique mais le phénotype de ces deux souches est différent,
en effet les patients atteints de lupus présentent des auto-anticorps anti-complexe ARN

retrouvés seulement dans le modéle MRL-Fas™

. Néanmoins, le développement du lupus
dans le modeéle NZB/W F1 est en partie induit par le taux d’cestrogéne de maniére similaire a
I'Homme et la prévalence est plus importante chez les femmes (Perry et al., 2011). Ces

différences peuvent expliquer les conclusions contradictoires entre ces deux études.

C. La participation néfaste de I’IL-34 dans le syndrome de

Sjogren

Le syndrome de Sjogren est une maladie inflammatoire des glandes exocrines
notamment des glandes salivaires et lacrymales ainsi que le nez et I’appareil respiratoire. La
conséquence est une sécheresse des muqueuses, des yeux et de la bouche en particulier. La
cause est multifactorielle, et ces patients présentent des auto-anticorps anti-SjS-related
antigen A (SSA) et anti-SSB et une infiltration de lymphocytes T spécifiques au phénotype
Th1l et Th17 (Brito-Zerdn et al., 2016). Les cellules épithéliales des glandes salivaires sont
suggérées comme jouant un réle important puisqu’elles peuvent sécréter des cytokines pro-
inflammatoires (Manoussakis and Kapsogeorgou, 2010). Par ailleurs, des études ont aussi
montré que les glandes salivaires des patients atteints du syndrome de Sjégren présentaient
une infiltration de monocytes/macrophages (Manoussakis et al.,, 2007; Wildenberg et al.,
2009; Greenwell-Wild et al., 2011). Ciccia et al. ont démontré que |'expression de I'IL-34 était
plus importante dans les glandes salivaires chez ces patients en comparaison a des controles
ne présentant pas les caractéristiques cliniques du syndrome. L’expression de I'lL-34 est
restreinte aux cellules épithéliales entourées d’un infiltrat de cellules mononuclées, et son
expression corréle avec le TNFa, I'IL-1B, I'IL-17 et I'lL-23p19 ainsi que le score de
développement de la pathologie. De plus, I'lL-34 est capable d’induire la prolifération les
monocytes CD14°"¢™CD16" in vitro, et ces monocytes sont retrouvés dans les glandes

salivaires inflammeées des patients et correlent avec I'IL-34 (Ciccia et al., 2013a). Ces résultats
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suggerent que I'lL-34 est impliquée dans le recrutement des monocytes CD14""cp16*
décrits comme pro-inflammatoires via leur capacité a générer des Th17 (Rossol et al., 2012),

favorisant I'inflammation et le développement de la pathologie (tableau V, p80).

d. Les autres implications: psoriasis et sclérodermie

systémique

L’IL-34 semble impliquée dans d’autres maladies auto-immunes notamment dans la
forme arthritique du psoriasis. Dans cette pathologie, I'IL-34 sérique est plus élevé chez les
patients souffrant de la forme arthritique comparé aux patients psoriasiques et volontaires
sains. Par ailleurs, I'lL-34 est seulement augmentée chez les patients présentant de I’érosion
osseuse et correéle avec les précurseurs des ostéoclastes circulants (Li et al., 2017). Ces
résultats suggerent que I'lL-34 est impliquée, de la méme maniére que dans la polyarthrite
rhumatoide, dans la formation d’ostéoclastes générant la destruction de I'os et participant
ainsi a I'inflammation.

La sclérodermie systémique est une maladie du tissu conjonctif générant une fibrose
excessive au niveau des poumons, de la peau et autres organes internes. L'expression
sérique d’IL-34 est aussi plus importante chez ces patients comparés aux volontaires sains,
notamment chez les personnes présentant une sclérodermie diffuse (Kuzumi et al., 2018).
D’autres études ont montré que ces patients avaient aussi un taux plus élevé de CD163
soluble (marqueur de M2), de CCL17, de CCL18, de Th17 et d’IL23 (Prasse et al., 2007,
Nakayama et al., 2012; Yang et al., 2014). Or les macrophages différenciés par I'IL-34 sont
capables d’'induire des Th17 a partir de lymphocytes T mémoires (Foucher et al., 2015), de
plus dans le cas d’infection avec le virus de I’'hépatite C, I'lL-34 induit des macrophages pro-
fibrotiques (Preisser et al., 2014). Ainsi, I'lL-34 pourrait participer a la génération de Th17 et

a la formation de fibrose caractéristiques de la sclérodermie systémique.

4.3. Lesréles de I'lL-34 dans les maladies inflammatoires

L'expression de I'lL-34 est induite par divers stimuli inflammatoires tels que des
cytokines pro-inflammatoires (IL-1p et TNFa), des PAMP et des agents d’altération de I’ADN,

ainsi son implication dans ces conditions a été étudiée.
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a. L’effet délétere de I'IL-34 dans la parodontite via les

ostéoclastes

La parodontite est une inflammation des tissus de soutien des dents aboutissant a
leur destruction et celle de 'os. Les ligaments parodontaux sont exposés a des facteurs
inflammatoires dont des cytokines comme I'IL-13 et le TNFa. Ces ligaments expriment le
récepteur au RANKL, la destruction de I'os est donc associée a la formation d’ostéoclastes.
Par ailleurs, la parodontite est une des complications du diabete de type Il. En effet, chez ces
patients I'lIL-1p et le TNFa sont surexprimés dans les zones du parodonte inflammé (Duarte
et al., 2007). La capacité de I'lL-34 a induire I'ostéoclastogénése en association au RANKL a
été mise en évidence précédemment (Baud’huin et al., 2010), ainsi différentes études ont
étudié I'implication de I'lL-34 et la destruction osseuse dans la parodontite.

Dans une cohorte de patients diabétiques ou non avec ou sans une parodontite, les
taux sériques et dans le fluide gingival d’IL-34 sont plus élevés chez les patients diabétiques
atteints de parodontite par rapport aux volontaires sains, aux patients diabétiques sans
parodontite, et aux patients non diabétiques avec parodontite (Guruprasad and Pradeep,
2018). L'IL-34 est retrouvée dans les lésions péri-apicales (Ma et al., 2016a), et ce sont les
fibroblastes gingivaux et les ligaments parodontaux stimulés par I'IL-1B et le TNFo qui
sécrétent I'lL-34 (Bostrom and Lundberg, 2013; Kawabe et al.,, 2015). L'IL-34 peut alors
induire I'ostéoclastogénése aboutissant a la destruction de |'os et participer au maintien de
I'inflammation (tableau V, p80). Ces résultats vont a I’encontre des résultats de I’équipe de
Martinez et al. En effet, dans une autre cohorte de patients, ils indiquent que les taux
salivaires d’IL-34 et de CSF-1 permettent de déterminer le statut inflammatoire des patients.
L’IL-34 étant diminuée chez les patients souffrant de parodontite a I'inverse du CSF-1, cette
équipe suggere que I'lL-34 joue un role dans les conditions d’homéostasie. Le CSF-1 participe
guant a lui a I'inflammation (Martinez et al., 2017) et peut aussi induire des ostéoclastes en
association au RANKL. Néanmoins, plusieurs études suggérent que I'lL-34 posséde une
action spécifique et locale a l'inverse du CSF-1, ainsi utiliser le taux salivaire comme

marqueur de prédiction ne semble pas étre approprié.
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b. Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin, le

réle de I'IL-34 est a élucider

Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) regroupent la maladie de
Crohn et la rectocolite hémorragique. Les MICI se caractérisent par une inflammation
chronique du tube digestif conduisant a une destruction de la muqueuse intestinale. Les
macrophages situés dans I'épithélium de la lamina propria jouent un réle central dans
I’'homéostasie intestinale. En effet, ces macrophages permettent la prolifération des
précurseurs épithéliaux ainsi que la physiologie des neurones entériques et des cellules
endothéliales via la sécrétion de prostaglandine E2 (PGE2), de bone morphogenetic protein 2
(BMP2) et des ligands de la voie WNT (Hine and Loke, 2019). Les macrophages participent
aussi a la diminution de la réponse inflammatoire dirigée contre la flore commensale ainsi
qu’a la génération de Tregs CD4'CD25" via la production d’IL-10 favorisant un
environnement tolérogene (Mowat, 2018). Ainsi une dérégulation de ce réseau peut
entrainer une perte de la tolérance favorisant une inflammation chronique.

De par son role dans la survie, la prolifération et la différenciation des
monocytes/macrophages, I'lL-34 a été étudiée dans ces pathologies. Dans des conditions
physiologiques, I'expression de I'/L34 est plus important dans I'iléon que dans le colon alors
gue le messager du CSF1 est plus exprimé dans le colon. Le récepteur CSFIR commun a ces
cytokines est exprimé de maniére équivalente dans l'iléon et le colon (Franze et al., 2015;
Zwicker et al., 2015). De plus, Zwicker et al. ont mis en évidence que le récepteur de I'lL-34
PTP{ était aussi exprimé dans l'intestin, et de maniére plus importante dans le colon que
dans l'iléon (Zwicker et al., 2016). Dans le colon des patients atteints MICI, I’expression de
I'IL34, de CSF1 et de CSF1R sont augmentés alors que le niveau d’expression de PTP{ est
inchangé. L'expression de I'lL-34 par les cellules mononuclées de la lamina propria est
induite par des signaux pro-inflammatoires comme I'IL-6, le TNFa, PGN, poly(l:C) et le CpG.
De plus, la stimulation de cellules épithéliales du colon avec de I'lL-34 induit I’expression
d’IL-6, de TNFa et CCL20 de maniére dépendante de la voie de signalisation ERK1/2 (Franze
et al., 2015; Zwicker et al., 2015; Franzé et al., 2016). Ces résultats suggerent que I'lL-34
entretient une boucle de régulation pro-inflammatoire (tableau V, p80). Une récente étude
utilisant différents modeéles animaux de colite combinés au blocage de I'lL-34 et/ou CSF-1

par des anticorps ont permis de déterminer leur contribution dans le développement des
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MICI. Dans le modele de colite induite par le DSS, la combinaison des anticorps bloquants
anti-IL.-34 et anti-CSF-1 permet d’atténuer le score histologique de la pathologie par rapport
aux monothérapies. Néanmoins, cet effet semble CSF-1 dépendant puisque la monothérapie
anti-CSF-1 permet de réduire le nombre de monocytes circulants, I’expression d’IL-6 et de
TNFa dans le colon ainsi que l'infiltration de macrophages résidents CX3CR1"/" de maniére
plus importante que la monothérapie anti-IL34. Ces résultats sont confortés par le modele
d’iléite induit par une surexpression de TNFo chez la souris TNFA*R et de colite spontanée
chez la souris //107". Dans ces modeles, la combinaison des anticorps anti-IL-34 et anti-CSF-1
a un effet synergique dans I'atténuation de l'inflammation. Cependant, la majorité des
symptomes semble médiée par CSF-1 puisque la monothérapie anti-CSF-1 diminue plus
efficacement le score histologique que la monothérapie anti-IL-34 (Lin et al., 2019). Les
résultats obtenus dans ces modeéles suggerent que le CSF-1 joue un rble prépondérant dans
ces pathologies (tableau IV, p71). Cette hypothese est confortée par |'observation d’un
défaut des entérocytes et d’une diminution de la prolifération des cellules épithéliales du

colon chez les souris Csf1 op/op et Csflr'/' (Huynh et al., 2013).

C. Une implication néfaste de [IIL-34 dans la maladie
stéatosique non alcoolique du foie a travers la génération

de fibrose

La maladie stéatosique non alcoolique du foie (NAFLD) est une cause fréquente de
maladie chronique non infectieuse du foie. Elle résulte d’un désordre métabolique souvent
lié a un exces de tissu adipeux, de diabete associés ou non a une dyslipidémie dont les
causes peuvent étre génétiques et/ou environnementales. Fonctionnellement, il semble que
les macrophages du foie (cellules de Kupffer) qui activent les cellules stellaires jouent un role
prépondérant dans cette pathologie. Le degré de fibrose hépatique permet de rendre le
pronostique (Sanyal, 2019). Dans cette pathologie, I'lL-34 est exprimée par les fibroblastes et
son expression augmente suite a une stimulation par le TNFa. De plus, le taux sérique d’IL-
34 augmente avec la progression de la pathologie de la méme facon que CSF-1. Par ailleurs,
ce taux d’IL-34 est corrélé positivement avec de nombreux parameétres de la NAFLD comme
le taux de sCD163, CSF-1, CCL20, I'acide hyaluronique, le collagene de type IV 7s et 'index

FIB-4. Ainsi, I'établissement d’un score (/L-34-Fibrose score) incluant le taux d’IL-34, de
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collagene de type IV 7s et I'age est prédictif de la fibrose hépatique avec une spécificité
supérieure a 80% (Shoji et al., 2016). Cette étude ne décrit pas le réle de I'lL-34. Dans le
cadre d’une infection par le virus de I'hépatite C, Preisser et al. ont mis en évidence que I'IL-
34 et CSF-1 étaient augmentés dans le sérum et induisaient des macrophages pro-
fibrotiques in vitro (Preisser et al., 2014). Ces résultats suggerent que I'lL-34 dans le cas de la

NAFLD pourrait exercer la méme fonction (tableau V, p80).

d. Le réle délétere de I'IL-34 dans I'ischémie/reperfusion

L'ischémie/reperfusion est un processus pouvant intervenir dans différents contextes
comme en transplantation d’organe. En effet, lors du prélevement d’organe, 'apport en
oxygéne est totalement interrompu et les mécanismes de production d’énergie cessent,
conduisant a l'accumulation de déchets du métabolisme anaérobie et provoquant des
Iésions : c’est I'ischémie. Puis lors de la transplantation, le retour de la circulation soudaine
avec son apport massif d’oxygene entraine une explosion oxydative avec accumulation de
radicaux oxygénés, induisant la mort cellulaire et la production de DAMP générant un
environnement pro-inflammatoire : c’est la reperfusion (Hausenloy and Yellon, 2016). Les
macrophages jouent un réle prépondérant et dichotomique dans la régulation de
I'inflammation dans ce contexte. En effet, ils participent au développement des lésions
rénales aigues qu’ils sont capables de résorber. Les macrophages peuvent participer a la
formation de fibrose rénale pouvant participer a l'insuffisance rénale chronique (Lee et al.,
2011). Baek et al. ont étudié I'implication de I'lL-34 dans l'insuffisance rénale aigue et
chronique suite a une ischémie/reperfusion par clampage du pédicule rénal (ensemble des
vaisseaux sanguins) pendant 45 min chez la souris (tableau IV, p71). lls ont mis en évidence
que lischémie/reperfusion induisait I’expression de I'lL-34 par les cellules épithéliales
tubulaires. Les récepteurs CSF-1R et PTP{ sont aussi exprimés aprés I'ischémie/reperfusion.
L’'IL-34 agit alors en augmentant la prolifération des progéniteurs de la moelle osseuse,
augmentant ainsi les monocytes et neutrophiles circulants. La migration des monocytes,
neutrophiles et lymphocytes T dans le rein inflammé est favorisée par I|'expression
intrarénale des chimiokines MCP-1, MIP-1c,, CXCL1, IP-10 et CXCL10 induites par I'lL-34. La
forte accumulation de macrophages induit la destruction des TEC générant des lésions

rénales et les marqueurs de lésions sont augmentés (KIM-1, albuminémie et fibrose) ce qui
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engendre une perte des tubules rénaux caractéristiques de la forme chronique (tableau V,
p80). Dans cette étude, ils ont mis en évidence que ce processus est indépendant du CSF-1
(Baek et al., 2015). Ce résultat peut suggérer que dans le rein I'IL-34 joue un role délétere

médié par son récepteur PTPC indépendamment de son interaction avec CSF-1R (Figure 16).

Ischemia/Reperfusion
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Figure 16: Schéma représentant le role de I'IL-34 dans I'ischémie/reperfusion rénale (adapté de (Sanchez-
Nifio et al., 2016). TEC : tubular epithelial cells (cellules tubulaires épithéliales) ; BM : bone marrow (moelle
osseuse) ; AKI : acute kidney injury (insuffisance rénale aigue) ; CKD : chronic kidney injury (insuffisance rénale
chronique).

4.4. Le réle controversé de I'lL-34 en transplantation d’organe

En transplantation le role de I'IL-34 est controversé. En effet, I'’équipe de Baek et al.
indique que les résultats retrouvés dans leur modeéle murin d’ischémie/reperfusion sont
transposables a I'Homme aprés une transplantation rénale. En effet, les patients
transplantés présentent une augmentation de I'lL-34 et de ses récepteurs CSF-1R et PTP(
dans le rein donneur et dans le sérum en cas de rejet. De plus, de la méme maniéere que chez
la souris, les cellules épithéliales tubulaires expriment I'lL-34 qui induit 'accumulation de

macrophages CD68" et neutrophiles Ly6G" dans I'interstitium rénal. Cette accumulation est
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d’autant plus importante que I'expression de I'lL-34 est plus importante si le rein provient
d’'un donneur décédé si lischémie est prolongée. Ainsi, I'lL-34 participerait au
développement de l'insuffisance rénale via I'accumulation de macrophages dans le rein
favorisant le rejet du rein (Baek et al., 2015). Cependant, ces résultats vont a I’encontre de
ceux de notre équipe. Nous avons établi dans un modele d’allotransplantation cardiaque
chez le rat dans lequel I'lL-34 est une cytokine régulatrice. En effet, dans ce modéle, le
blocage de la voie de co-stimulation CD40-CD40L induit des Tregs CD8'CD45RC™
tolérogéniques via la reconnaissance d’un peptide dérivé du CMH-II du donneur présenté
par le CMH-I du receveur. Le transfert de ces Tregs vers un rat naif transplanté permet aussi
d’induire la survie a long terme du coeur, démontrant la capacité de tolérance infectieuse de
ces Tregs (Guillot et al., 2002; Guillonneau et al., 2007a; Picarda et al., 2014). Divers

mécanismes de suppression ont été mis évidence. Les Tregs CD8*CD45RCY

surexpriment
des cytokines comme FGL-2 qui génerent des Bregs inhibant la prolifération des lymphocytes
T CD4" (Bézie et al., 2015b). De plus les Tregs CD8'CD45RC"/" expriment I'IFNy qui permet
I'induction de I'expression d’IDO par les cellules endothéliales du greffon et par les pDC
générant un environnement lymphotoxique (Guillonneau et al., 2007a; Li et al., 2010). Enfin,
IIL-34 est exprimé par les Tregs CD8'CD45RC™" induits ainsi que les Tregs CD8 FoxP3" et
Tregs CD4'FoxP3" chez I'Homme (Bézie et al., 2018a). L'IL-34 est impliquée dans leur
fonction suppressive de facon indépendante du CSF-1. En effet, la surexpression de I'lL-34 en
association a une dose sous-optimale de rapamycine permet dans le méme modele
d’allotransplantation cardiaque chez le rat d’induire une tolérance transférable par les Tregs
CD4" et CD8". Fonctionnellement, I'lL-34 entraine I'accumulation de macrophages intra-
greffon au phénotype régulateur M2 (CD14'Argl’) favorisant I’environnement tolérogéne.
Chez I'Homme, les macrophages différenciés par I'IlL-34 (CD14'CD163*CD80"°CD86'HLA-
DR'CD1a’) permettent d’expandre les Tregs CD4'FoxP3" et Tregs CD8 FoxP3" aux fonctions
suppressives améliorées (Bézie et al., 2015a) (tableau IV, p71). Ainsi, I'lL-34 est au coeur
d’une boucle favorisant I'induction de la tolérance. Exprimée par les Tregs CD4" et Tregs
CD8’, I'lL-34 permet le recrutement et la différenciation de monocytes en macrophages M2
qui vont pouvoir a leur tour induire la prolifération des Tregs, augmentant alors leur nombre
et le niveau d’expression d’IL-34 favorisant I'établissement de la tolérance (Figure 17 et
tableau V, p80). Ces résultats sont confortés par une autre étude en transplantation

hépatique chez le rat. Dans ce modeéle, le rejet aigu est inhibé en cas de surexpression d’IL-
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34 qui participe a la diminution des marqueurs biochimiques de lésions hépatiques (ALAT,
ASAT et bilirubine totale). L'effet est médié par les cellules de Kupffer : IL-34 permet de
moduler leur phénotype M1 vers un phénotype M2, ces cellules M2 expriment alors de I’IL-
10 et du TGFB1 et diminuent leur expression d’IL-12 (Zhao et al., 2018a). Chez 'Homme, une
équipe a mis évidence que les patients transplantés hépatiques en rejet ont un taux sérique
d’IL-34 plus élevé que les patients stables. Ils suggerent que I'IL-34 est sécrétée dans un but
de compensation de I'’environnement inflammatoire, néanmoins aucun mécanisme n’est mis
en évidence (San Segundo et al., 2016). De plus, les taux d’IL-34 sérique sont trés faibles
(une moyenne entre 20 pg/mL et 30 pg/mL) et les écarts-types importants.

Ainsi, le roéle de I'lL-34 peut étre bénéfique ou délétere selon I'organe. Son
interaction avec CSF-1R contribue a l'induction de la tolérance a I'allotransplantation
cardiaque. Néanmoins, son interaction avec PTP( dans le rein pourrait moduler son activité
vers un réle néfaste. Il reste a étudier la contribution des autres récepteurs dans les
différents contextes de transplantion pour élucider précisément les fonctions bénéfiques ou

déléteres de I'lL-34.
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Figure 17: Schéma représentant le role de I'IL-34 dans le modeéle d'allo-transplantation cardiaque chez le rat.
pDC : cellule dendritique plasmacytoide ; Macrophages M2 : macrophages pro-régulateurs ; — : induction ;

— : inhibition.
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4.5.

Récapitulatif de I'impact d’une déficience/blocage et injection d’IL-

34/CSF-1 dans différents modéles animaux

Le tableau IV ci-apres regroupe I'impact d’une déficience en 1134 ou Csf1 ou blocage

par l'utilisation d’anticorps bloquants anti-IL-34 et/ou anti-CSF-1 dans différents modeles

expérimentaux de pathologies du SNC, de la peau, dans les cancers, de maladies auto-

immunes, de pahtologies inflammatoires et en transplantation chez I'animal décrit dans les

parties 11.2.3 et 11l.2 a 11l.4.4 de I'introduction (Abd et al., 1991; Campbell et al., 2000; Lin et

al.,, 2001; Jose et al., 2003; Zhao et al., 2003; Lenda et al., 2004; Nishina et al., 2004;

Hashimoto et al., 2011; Greter et al., 2012; Wang et al., 2012a; Baek et al., 2015; Bézie et al.,

2015a; Menke et al., 2015; Baghdadi et al., 2016; Zhu et al., 2016; Braza et al., 2018; Zhao et

al., 2018a; Zhang et al., 2018a; Lin et al., 2019; Wada et al., 2019; Wlodarczyk et al., 2019).

Impact de l'injection/surexpression d'IL-34, CSF-1 sur le développement de pathologies chez la souris et le rat

Contexte

Modéle d'étude

Modele
expérimental

Effet clinique

Analyses

SNC Maladie auto-

EAE

Souris, injection

Diminution de la sévérité

Stimulation de la prolifération d'une
sous-population de microglie CD11c"

immune d'IL-34 .
protectrice
L Souris, . Augmentation de l'infiltrat de TAM,
Lignée tumorale . , Augmentation de la . + .
Cancer chimiorésistante surexpression d'IL- rosression tumorale de la réponse T CD8™ cytotoxique et
34 prog du ratio Treg/Th1
Souris, injection . — .
d'IL J4 Augmentation de la sévérité Augmentation de TNFq, IL-6 et IL-17
Modele CIA 3
Souris, injection Augmentation de la sévérité Augmentation du score clinique,
Polyarthrite CSF-1 & augmentation des I1gG anti-Cl|
rhumatoide Modele induit
par Rat, injection de . s
MAI Augmentation de la sévérité
Streptococcus CSF-1 &
agalactiae
Souris
Lupus N N Augmentation de l'infiltrat intra-rénal
, ,p Modele MRL- surexpression de . s & . . ,
érythémateux pr Augmentation de la sévérité de macrophage induisant I'apoptose
. Fas CSF-1 chez les
systémique des TEC

souris op/op

Transplantation

Tx allogénique
cardiaque

Rat, surexpression
d'IL-34 +
rapamycine

Tolérance

Diminution des anticorps anti-
donneurs, augmentation de
I'expression de CD14 et Argl intra-
cardiaque

Tx allogénique
du foie

Rat, surexpression
d'IL-34

Inhibition du rejet aigue

Diminution des marqueurs
biochimiques ALAT, ASAT, bilirubine
totale et IFNy et augmentation d'IL-

10

Greffe de CSH
allogénique

Souris, injection de
CSF-1

Diminution de la sévérité de
GVHD

Augmentation des macrophages,
diminution de la prolifération des
lymphocytes T et I'expression d'IFNy

Greffe de peau

Souris, injection de

Augmentation de la survie du

Diminution de I'expression de TNFa

allogénique CSF-1 greffon
Greffe de CSH | Souris, injection de R . Augmentation de I'activité des NK et
- Diminution de la survie X )
syngénique CSF-1 de la stimulation des monocytes
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Impact d'une déficience/blocage en /134, Csf1 sur le développement de pathologies chez la souris

Contexte

Modele d'étude

Modele
expérimental

Effet clinique

Analyses

Virus West Nile

Souris /13457

Augmentation de la mortalité

Charge virale similaire, apoptose

atténué neuronale plus importante
SNC Infection virale Augmentation de la neurotoxicité,
Prion Souris 1134°#**Z . Augmentation de la mortalité | augmentation des agrégats de prions
et de la progression de I'infection
Diminution de l'inflammation et de la
DNFB Souris /134" Diminution de la sensibilité o
CHS production d'IFNy
Diminution de la réponse Diminution de l'inflammation et de
Peau Candida albicans Souris 134" . rep e
inflammatoire I'infiltrat
Psoriasis . l\./lod.ele Souris /134" Absence d'effet
imiquimod
Souris, ac bloquant ,
anti-IL-34 Absence d'effet
Lignée MC38 Diminution de l'infiltrat de TAM
(adénocarcinome Souris, ac Diminution de la brogression (augmentation de NOS2, CD86, Arg1,
du colon) bloquants anti-IL- tumorafe g CMH-II et PDL-1), de Tregs et
Cancer 34 et anti-CSF-1 augmentation de l'infiltrat de
lymphocytes T CD4"
e
PYMT (tumeur Souris Csf1 op/op p g , . Diminution de l'infiltrat de TAM
. primaire, retard d'apparition
mammaire) , .
des métastases pulmonaires
Souris, a.c bloquant Absence d'effet
. anti-IL-34
Modeles CIA et - e -
TNEAARE Souris, ac Diminution du score clinique, de la
. bloquants anti-IL- Diminution de la sévérité perte de cartilage et de l'infiltrat
Polyarthrite . .
. 34 et anti-CSF-1 macrophagique
rhumatoide -
Souris, ac bloquant N . N -
anti-CSE-1 Diminution de la sévérité Diminution du score clinique
Modeéle CIA o ;
Souris Csf1 op/op Résistance au développement
de la maladie
Diminution des marqueurs
N . . biochimiques de souffrance rénale,
MAI Modele MRL- X Lacz/lacz Augmentation de la survie, q . ..
Ipr Souris 1134 I s des auto-anticorps, des lésions
Fas diminution de la sévérité R . . ) .
tissulaires améliorant la filtration
glomérulaire
Lupus Trés forte diminution de I'infiltrat
érythémateux Modéle MRL- Csf1 op/o Résistance au développement | cellulaire, du score histologique, des
systémique Fas'™ p/op de la maladie Ig, des dépdts de C3, de TNFa, de
MCP-1, de RANTES et d'IFNy
Modéle NZB/W | Souris, ac bloquant
! A 'eff
F1 anti-IL-34 bsence deffet
Modéle NZB/W | Souris, ac bloquant ,
1 anti-CSF-1 Absence d'effet
Souris, ac bloquant , .
anti-IL-34 Absence d'effet majeur
Modeles DSS, : A " :

MICI 11107 TNEAARE Souris, ac Diminution du score histologique, de
Inflam ! bloquants anti-IL- Diminution de la sévérité I'expression d'IL-6 et de TNFa (colon),
mation 34 et anti-CSF-1 perte de poids moins sévere

Diminution de la prolifération des
Ischémie/ progéniteurs, de la production intra-

reperfusion

Clampage rénal

Souris /134

Diminution de la sévérité

rénale de chimiokines diminuant la
destruction des TEC

Transplantation

Greffe de peau
xénogénique (rat

Souris Csf1 op/op

Retard du rejet

Diminution des anticorps anti-
donneur, diminution de la réponse
xénogénique des lymphocytes T du

sur souris)
receveur
Tx rénale Souris, ac bloquant N N Diminution de I'accumulation et
- . Diminution de la sévérité el
allogénique anti-CSF-1 prolifération des macrophages

Tableau IV: Tableau récapitulatif de I'impact de I'injection/surexpression et d'une déficience/blocage de I'IL-
34 et de CSF-1 dans différent modeéle d'étude chez la souris et le rat. SNC : systéme nerveux central ; CHS :
contact hypersensitivity ; DNFB : dinitrofluorobenzene ; ac : anticorps ; TAM : tumor associated macrophage ;
MAI : maladie auto-immune ; CIA : collagen induced arthritis ; MICI : maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin ; TEC : tubular epithelial cell (cellule épithéliale tubulaire du rein) ; DSS : dextran sulfate sodium ; Tx:
transplantation ; CSH : cellule souche hématopoietique ; GVHD : graft versus host disease (maladie du greffon

contre I'héte).
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4.6. L’implication dichotomique de I’lL-34 dans les infections
a. Les infections virales, un réle de I’IL-34 a approfondir

L'infection des hépatocytes par le virus de I’hépatite C (HCV) entraine la libération de
médiateurs activant les cellules stellaires hépatiques (HSC) induisant leur prolifération et
transition en myofibroblastes. Ces cellules produisent du collagene de type | jouant un réle
dans la formation de la fibrose hépatique. L’activation des HSC est notamment médiée par le
TGFp et le PDGF lors de I'inflammation du foie (Tsuchida and Friedman, 2017) ainsi que par
les monocytes circulants et différenciés en macrophages (Tacke, 2012). C’est dans ce
contexte que Preisser et al. ont mis en évidence une augmentation des taux sériques d’IL-34
de CSF-1 dans les stades avancés de fibrose. Ces cytokines sont capables de différencier des
monocytes en macrophages pro-fibrotiques in vitro et produisent les facteurs pro-
fibrotiques TGFP3, MMP-2 et MMP-9 et les chimiokines CCL2, CCL4, CCR1 et CCR5 permettant
un recrutement des monocytes et des HSC (tableau V, p80). L'IL-34 et le CSF-1 inhibent de la
réponse immune en diminuant I'expression d’IFNy par les NK qui en condition physiologique
permettent d’induire I'apoptose des HSC (Preisser et al., 2014; Tsuchida and Friedman,
2017).

Les mécanismes impliqués dans la progression d’une infection par le virus de
I’hépatite B (HBV) sont encore peu connus. Les patients infectés par I’'HBV expriment moins
d’IL-34 que les volontaires sains. In vitro et in vivo, I'lL-34 est capable d’inhiber la réplication
virale suggérant une boucle de rétroaction de I’'HBV sur I'expression d’IL-34 (Cheng et al.,
2017). Ces résultats vont a I'encontre d’une autre étude. En effet, Wang et al. ont mis en
évidence que I'lL-34 sérique était augmentée chez les patients infectés par I’'HBV présentant
une fibrose sévere. De plus, ils indiquent que I'IL-34 peut étre utilisée comme marqueur de
prédiction de fibrose sévére et de cirrhose précoce (Wang et al., 2018b). Ces résultats
contradictoires peuvent s’expliquer par l'inclusion des patients fibrotiques par Wang et al. or
I'IL-34 permet d’induire des macrophages pro-fibrotiques (Preisser et al., 2014) (tableau V,
p80).

Les combinaisons de traitements antirétroviraux ont considérablement amélioré
I'espérance et la qualité de vie des patients infectés avec le virus de I'immunodéficience
humaine (VIH). Néanmoins, ce traitement ne cible pas les cellules infectées qui persistent

longuement, notamment les macrophages. Ces cellules constituent un réservoir de
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particules virales principalement retrouvé dans le SNC. Des études préliminaires avaient
démontré que le CSF-1 était augmenté chez ces patients dans le liquide cérébro-spinal (Gallo
et al., 1990) et participait a la prolifération des macrophages et donc augmente la
susceptibilité infectieuse (Gruber et al.,, 1995). Une récente étude a montré que chez le
primate infecté par le virus SIV (simian immunodeficiency virus), CSF-1 est exprimé par les
macrophages périvasculaires et nodulaires CD163" (Gerngross et al., 2015). Ces
macrophages different de la microglie, indiquant que ces macrophages peuvent dériver des
monocytes circulants. L'IL-34 n’est néanmoins pas exprimée par ces macrophages. Les tests
in vitro ont confirmé la capacité de I'IL-34 et du CSF-1 a induire des macrophages dans
lesquels le nombre de particules virales est plus important suggérant I'implication de ces
deux cytokines dans la conservation de ces réservoirs viraux (Gerngross and Fischer, 2015).
Néanmoins, une autre étude a mis en évidence que les macrophages différenciés par I'IL-34
sont moins susceptibles a une infection par le VIH comparés aux macrophages différenciés
par le CSF-1 (tableau V, p80). Cette différence est expliquée par I'expression des genes de
restriction APOBEC, IFITM et SAMDH ciblant la réplication induits par les macrophages
différenciés par I'lL-34 (Paquin-Proulx et al., 2018).

L'équipe de Yu et al. a mis en évidence I'existence d’une boucle de régulation
négative dans l'infection par le virus de l'influenza A. En effet, la sécrétion d’IL-22 par les
Th17 est induite par l'infection viral et entraine I'’expression d’IL-34. En retour, I'IL-34
diminue I'expression d’IL-22 (Yu et al.,, 2015) mettant en évidence un phénomeéne de

compensation médié par I'IL-34.

b. Les infections fongiques/bactériennes

L'infection par Candida albicans est une infection opportuniste des patients
immunodéprimés. Méme si elle colonise fréquemment les muqueuses, elle entraine peu de
symptomes chez les personnes compétentes. Sa reconnaissance par les macrophages et
cellules de Langerhans via la fixation d’un résidu B-glucan sur le TLR2 et Detin-1 induit
I’expression de TNFo par les M1. De plus, les macrophages sont aussi capables d’éliminer
Candida albicans par phagocytose. L'IL-34, fortement exprimée par les kératinocytes, joue

un réle de régulation. En effet, sa présence oriente les macrophages M1 vers un phénotype
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M2 qui expriment moins de TLR2, de Dectin-1 et de TNFa et a I'inverse plus de CD206 (Xu et
al., 2015).

Une dérégulation de la réponse immune dirigée contre les pathogénes peut aboutir a
un choc septique dans lequel la charge bactérienne est trop importante et induit des
conséquences dramatiques et mortelles. Dans ce cadre, une équipe a mis en évidence que
I'lL-34 était augmentée chez les patients dans un état de choc septique ainsi que dans le
sérum, le lavage péritonéal et les poumons dans un modele de souris mimant le choc
septique (CLP-induced polymicrobial sepsis) suggérant une implication de I'IL-34. En effet,
dans ce modeéle murin l'injection d’IL-34 est associée a une diminution de la charge
bactérienne, des enzymes biochimiques de souffrances et des lésions tissulaires contribuant
a I'amélioration de la survie des souris. Cette amélioration est médiée par le recrutement de
macrophages et neutrophiles via I’expression de CXCL1 et CCL2, ces cellules peuvent alors

éliminer les bactéries plus efficacement (Lin et al., 2018a) (tableau V, p80).
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Figure 18: Schéma représentant les différents roles de I'lL-34 dans les infections (adapté de Baghdadi et al.,
2017). HCV : hepatitis C virus ; HIV : human immunodeficiency virus (virus de I'immunodéficience humaine :
VIH); HBV : hepatitis B virus ; NK : natural killer ; HSC : hepatic stellate cell (cellule stellaire hépatique) ; PBMC :
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4.7. Lerdle régulateur de I'lL-34 a 'interface materno-feetale

Pendant la grossesse, |'établissement d’une tolérance envers I'embryon est crucial.
Ce processus se déroule dans le decidua par l'interaction entre les cellules trophoblastiques
de I'embryon et les cellules immunitaires de la mére. Les macrophages sont fortement

présents dans ce milieu et jouent un role prépondérant dans le remodelage vasculaire,
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I’élimination des cellules apoptotiques ainsi que dans le contréle de réponse immune (La
Rocca et al., 2014). Lindeau et al. ont démontré que I'lL-34 était exprimée par le cyto- et le
syncytiotrophoblaste placentaire ainsi que par les cellules stromales. De plus, in vitro I'lL-34
induit des macrophages de type 2 CD14'CD163*CD209*CD86'" exprimant I'lL-10, similaires
aux macrophages retrouvés dans le decidua suggérant un role régulateur de I'lL-34. A la
différence du CSF-1, le taux d’IL-34 placentaire ne corréle pas avec I'apparition de la pré-
éclampsie (Lindau et al., 2018). De plus, dans le decidua, une équipe a mis en évidence que
I'interaction des NK (dNK), qui sécrétent de I'lIFNy, avec les monocytes CD14" permettait
d’induire ces macrophages CD206'CD209*CD86". En retour, ces cellules expriment de I'IDO
et induisent I'expansion des Tregs nécessaires au maintien de la tolérance de I'embryon
(Vacca et al., 2010) (Figure 19 et tableau V, p80). Par ailleurs, I'lL-34 est retrouvée en trés
forte concentration dans le lait maternel. Cette cytokine permettrait d’améliorer le
développement de la tolérance orale et préviendrait le développement d’allergies (Dawod

and Marshall, 2019).
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Figure 19: Représentation schématique des mécanismes d'induction d'un environnement tolérogéne a
l'interface materno-feetale (Svensson-Arvelund et al., 2015).
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5. Les roles de I'lIL-34 dans les maladies présentant des perturbations

métaboliques
5.1. La corrélation de I’IL-34 avec I’obésité

L'obésité est caractérisée par un exces de tissu adipeux accompagné d’une
inflammation chronique de faible grade. L'expression des cytokines pro-inflammatoires est
augmentée ainsi que les protéines de phase aigues (CRP) ou adipokines (Wellen and
Hotamisligil, 2005). Le tissu adipeux est constitué de pré-adipocytes, d’adipocytes, de
fibroblastes, de macrophages, de cellules endothéliales et d’autres cellules immunitaires.
Cet état d’inflammation chronique est associé aux pathologies liées a la résistance a
I'insuline comme le diabéte de type Il. Chez les patients obéses, I'inflammation chronique et
le stress cellulaire influent sur les adipocytes qui sécrétent des facteurs de recrutement des
macrophages dans le tissu adipeux. Ces macrophages participent au maintien de
I’environnement pro-inflammatoire et leur nombre correle avec I'indice de masse corporelle
(IMC) (Gonzalez-Muniesa et al., 2017).

Dans une cohorte de femmes Coréennes obeéses, I'lL-34 sérique est augmentée par
rapport a des controles sains et correle positivement avec de nombreux paraméetres comme
I'IMC, la CRP, le volume de tissu adipeux vasculaire et sous-cutané ou I'index de résistance a
I'insuline (HOMA-IR). De plus, les adipocytes et cellules stromales/vasculaires expriment le
messager de I'/L34 et de maniére plus importante lors d’une stimulation par des
macrophages, de I'lL-13 ou du TNFa.. Au niveau fonctionnel, les adipocytes traités avec des
fortes concentrations d’IL-34 inhibent I’absorption de 2-deoxyglucose et favorisent
I'accumulation des triglycérides. De maniére intéressante, les patients ayant bénéficié d’un
by-pass gastrigue ont une production d’IL-34 sérique diminuée et corrélée a la perte de
poids (Chang et al., 2014). L’IL-34 semble donc pouvoir étre utilisée comme biomarqueur de
I'obésité et il est possible que I'lL-34 soit sécrétée par les adipocytes comme moyen de

régulation de I'’environnement inflammatoire.

5.2. Lediabéte de type I, un réle de I'IL-34 a éclaircir

La résistance a l'insuline, favorisée par I'obésité peut se compliquer d’un diabéte de
type Il. Le diabete impligue une dérégulation de la sécrétion d’insuline par les cellules

pancréatiques [ induisant une glucotoxicité, une lipotoxicité, une stress cellulaire et
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d’apoptose aboutissant a leur destruction. Le stress oxydatif ainsi que les facteurs
environnementaux, génétiques et épigénétiques sont impliqués dans le développement du
diabete de type Il (Ndisang et al., 2017).

En 2011, une méta-analyse et une méthode d’association pangénomique ou genome-
wide association (GWAS) ont permis d’identifier I'lL-34 parmi différents loci a risque dans le
développement du diabéte de type Il dans une population Mexico-Américaine (Below et al.,
2011). De plus, les single nucleotides polymorphisms (SNP) situés en position rs11647932,
rs11645214 et rs6499323 sur le géne de I'/L34 sont associés a un risque deux fois plus élevé
de néphropathie diabétique dans une population chinoise (Liao et al., 2014). Par ailleurs, le
taux sérique d’IL-34 est plus élevé chez les patients atteints de diabéte de type Il par rapport
a des controles sains. L'analyse ROC a démontré que I'IL-34 est un meilleur facteur prédictif
des complications diabétiques que la CRP. Néanmoins, les résultats de cette derniére étude
sont a confirmer, le nombre de patients de la cohorte étant faible (n=49) (Zorena et al.,
2016), le role fonctionnel de I'lL-34 dans le développement de la pathologie reste a étre

élucidé.

6. Le role de I'lL-34 dans les insuffisances cardiaques, une implication plus

délétere dans les formes associées a une dysfonction rénale

L'insuffisance cardiaque est un état pathologique caractérisé par des anomalies
cardiaques ne permettant plus de subvenir aux besoins en oxygéne de |'organisme.
L'insuffisance cardiaque systolique peut étre due a une maladie coronarienne
(coronaropathie) correspondant au rétrécissement des artéres coronaires par des plaques
d’athérome. De plus, les insuffisances cardiaques chronique et aigue peuvent étre associées
a des dysfonctions rénales (Metra and Teerlink, 2017). Des troubles hémodynamiques furent
d’abord pensés comme seuls facteurs a l'origine du développement de l'insuffisance
cardiaque, néanmoins différentes études ont mis en évidence une expression élevée de
différentes cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa et I'IL-6 dans le sérum de ces
patients suggérant leur implication. L’hypothése des cytokines nait en 1996 et les définit
comme participant au développement et a la progression de l'insuffisance cardiaque en

association avec les neurohormones (Seta et al., 1996).
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Différentes cytokines/marqueurs pro-inflammatoires (TNFo, IL-6, IL-18, HMGBI1 et la
CRP) sont des marqueurs de prédiction des maladies coronariennes. De plus, une étude dans
une cohorte chinoise a révélé que I'lL-34 sérique était augmentée chez les patients souffrant
de coronaropathie, que le taux corrélait avec la CRP et que I'IL-34 pouvait étre définie
comme facteur prédictif (Li et al., 2012). Ces résultats ont été confirmés par plusieurs
études, dans l'insuffisance cardiaque chronique associée a une dysfonction rénale I'lL-34 est
fortement associée aux parameétres rénaux incluant I'eGFR (DFGe: débit de filtration
glomérulaire estimé) et la cystatine C. Plus généralement un taux élevé d’IL-34 est un facteur
de mauvais pronostic dans l'insuffisance cardiaque chronique et aigue (Fan et al., 2016; Tao
et al.,, 2017; Xi et al., 2018). La sévérité plus importante dans les formes associées aux
dysfonctions rénales peut étre due a la présence des récepteurs de I'IL-34 : CSF-1R et PTPC
au niveau du rein. En effet, Baek et al. ont mis en évidence que la sécrétion d’IL-34 par les
cellules épithéliales tubulaires du rein aprés une ischémie/reperfusion aboutissait a une
dysfonction rénale aggravant le rejet de greffe (Baek et al., 2015). Dans une récente étude
sur le développement de I'athérosclérose, I'IL-34 induit in vitro des macrophages exprimant
CD36 favorisant I'accumulation de lipides intracellulaires générant des cellules chargées en
lipides « mousseuses » (Liu et al., 2018), un processus initial clé dans la formation de

I’athérosclérose.

7. Récapitulatif des roles principaux de I'lIL-34 en conditions physiologiques et

pathologiques

Le tableau V ci-aprés regroupe les réles clés de I'IL-34 dans le développement et
I’'homéostasie cellulaire ainsi que ses effets protecteurs ou délétéres dans différentes

conditions pathologiques.
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Réle physiologique

Role dans les pathologies

Effet protecteur de I'lL-34

Effet délétere de I'lL-34

Génération/homéostasie

Pathologie N Pathologie N

! ”g Réle , ”g Réle

étudiée étudiée

Maladie
d'Alzheimer, . Maladie

, Neuro-protection , . Perte neuronale
sclérose en d'Huntington

plaque

Rupture de la

Rétablissement de

BHE I'intégrité de la BHE
de la microglie
Génération de Génération de

VIH macrophages chargés VIH macrophages plus

en particules virales résistants a l'infection

Génération/homéostasie | Dermatite ; CHS Etablissement de la
des LC atopique ’ réponse inflammatoire

Can(.:er Re(fru:cement de TAM Cancers Recrutement de TAM

ovarien générant des Th17

Survie, prolifération et
différenciation des
monocytes en

Tx, interface
materno-
foetale

Génération de M2

Lupus érythémateux
systémique,
ischémie/reperfusion

Prolifération des
précurseurs
hématopoiétiques,
infiltration cellulaire
rénale détruisant les TEC

Choc septique

Recrutement de
macrophages et
neutrophiles éliminant

Syndrome de Sjogren

Prolifération des
monocytes CD14"€"CD16"

. pro-inflammatoires
macrophages les bactéries
MICl ?

Sclérodermie Génération de

systémique, HBV, macrophages pro-
HCV, NAFLD fibrotiques
Infection par Orientation des M1 en M2

Candida albicans

Formation

d'ostéoclastes en

association a RANKL

Tableau V: Tableau récapitulatif des

Langerhans cells (cellules de Langerhans);

Cancers osseux, RA,
parodontite

Destruction osseuse

roles principaux de I'IL-34 en conditions physiologiques et
pathologiques. BHE : barriere hémato-encéphalique; VIH: virus de l'immunodéficience humaine; LC:

CHS :

contact hypersensitivity ;

TAM :

tumor associated

macrophage ; Tx : transplantation ; M2 : macrophage de type 2 (pro-régulateur); TEC : tubular epithelial cell
(cellule épithéliale tubulaire rénale) ; MICI : maladies inflammatoires chroniques de I'intestin ; HBV : hepatitis B
virus ; HCV : hepatitis C virus ; NAFLD : non alcoholic fatty liver disease (maladie stéatosique non alcoolique du
foie) ; M1 : macrophage de type 1 (pro-inflammtoire) ; RA : rhumatoid arthritis (polyarthrite rhumatoide).
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Projet de recherche

L’origine de mon projet de thése repose sur des résultats décrits par notre équipe en
2007. En transplantation, le blocage de la voie de co-stimulation CD40-CD40L est une
stratégie utilisée dans des modeéles chez la souris et le primate. Dans ces modeéles, le rejet du
greffon est retardé mais trés peu d’animaux développent une survie au long terme de leur
greffon et les mécanismes n’ont pas été décrits (Zhang et al., 2015b).

Afin d’élucider les processus aboutissant a la prolongation de la survie du greffon,
Guillot et al. ont développé un modele d’allotransplantation cardiaque chez le rat dans
lequel le blocage de la voie de co-stimulation CD40-CD40L par injection d’un adénovirus
codant pour CD40lg (AdCD40Ig) permet d’inhiber le rejet allogénique. Dans ce modéle, la
transplantation est réalisée entre deux souches de rats Lewis présentant une incompatibilité
totale du CMH. En effet, le rat donneur Lewis 1W est d’haplotype RT1" et le receveur Lewis
1W est d’haplotype RT1". Dans cette configuration, le rejet cardiaque survient entre 8 et 10
jours post-transplantation. Apres l'injection de |’adénovirus contréle AddI324, le rejet
survient en moyenne 10,8 jours post-transplantation alors que l'injection de I’AdCD40Ig
permet d’induire une survie au long terme (>200 jours) dans 83% des cas, néanmoins ces
greffons présentent des signes de rejet chronique. Chez les rats présentant une survie au
long terme de leur greffon, la réponse humorale anti-donneur est inhibée sur le court et long
terme, mais ils conservent une réponse humorale normale contre d’autres antigenes. De
plus, une seconde transplantation, soit avec un cceur du méme haplotype que le précédent
donneur (RT1") ou tierce partie (RT1") chez les rats présentant une survie au long terme de
leur greffon, induit un rejet rapide du greffon provenant d’une tierce partie alors que le
greffon RT1" est accepté avec une survie indéfinie (>200 jours). Ainsi, I’AdCD40Ig permet de
générer une réponse spécifique du donneur sans compromettre I'immunité contre d’autres
antigénes (Guillot et al., 2002).

Guillonneau et al. ont poursuivi en identifiant la population cellulaire a I’origine de
I'induction de la survie a long terme des greffons. En effet, le transfert des cellules T
CD8'CD45RC™™" induites provenant de rats présentant une survie au long terme de leur
greffon vers un rat naif et transplanté permet d’induire une survie indéfinie du greffon, a
I'inverse des Tregs CD8*CD45RC°" naturelles (Guillonneau et al., 2007a). Afin d’étudier les

mécanismes par lesquels ces Tregs inhibent le rejet, une analyse transcriptomique via des
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low/- haturelles et

puces pangénomiques a été réalisée en comparant les Tregs CD8"CD45RC
les Tregs CD8'CD45RC°"" induits par CD40lg. Cette étude révéle 349 geénes
différentiellement exprimés codant pour des protéines impliquées dans I'immunité ou non
(résultats non publiés). Grace a ces résultats, Guillonneau et al. ont démontré que les Tregs
CD8'CD45RC™" induits sécrétaient de I"IFNy impliqué dans leurs fonctions suppressives. En
effet, cette cytokine permettait l'induction de [I’expression d’IDO par les cellules
endothéliales du greffon et par les pDC (Guillonneau et al., 2007a; Li et al., 2010). L'IDO est
une enzyme permettant la dégradation du tryptophane induisant un effet inhibiteur sur la
prolifération des lymphocytes T effecteurs. Les travaux poursuivis par Bézie et al. ont permis

low/~ induites et

d’identifier le FGL-2 comme une molécule secrétée par les Tregs CD8"CD45RC
impliquée dans leurs fonctions suppressives. En effet, la sécrétion de FGL-2 permet la
génération de lymphocytes B régulateurs (Bregs) capables d’inhiber la prolifération de
lymphocytes T CD4'CD25  in vitro et d’induire la tolérance par transfert in vivo (Bézie et al.,
2015b).

Enfin, notre équipe a identifié que [I'IL-34 était exprimée par les Tregs
CD8*CD45RC™™ induits aprés le blocage de la voie de co-stimulation CD40-CD40L. De plus,
cette sécrétion est impliquée dans leurs fonctions suppressives puisque son blocage ou celui
de son récepteur CSF-1R in vitro léve la suppression. Néanmoins, de maniére intéressante le
blocage de CSF-1 ne permet pas d’abroger l'inhibition de la prolifération des lymphocytes T
CD4'CD25". Chez 'Homme, les Tregs CD4'CD45RCY" et Tregs CD8'CD45RC®™ naturels
expriment I'lL-34 et ce, de maniére plus importante parmi les cellules FoxP3", a I'inverse les

populations exprimant fortement CD45RC (CD45RChigh

) qui n’expriment pas I'lL-34. De
maniére similaire au rat, le blocage de I'IL-34 in vitro abroge la suppression et I’ajout d’IL-34
protéique permet d’inhiber la prolifération des lymphocytes T CD4°CD25  démontrant son
role régulateur. Les résultats in vitro ont été confirmés in vivo : I'injection d’un virus adéno-
associé codant pour I'IL-34 (AAV-IL-34) en association a une dose sous-optimale de
rapamycine permet I'induction d’une survie au long terme dans 64% des cas dans un modele
d’allotransplantation cardiaque chez le rat. Chez ces rats, les anticorps anti-donneur sont
significativement diminués et aucun signe de lésions chroniques n’ont été identifiés dans les
coeurs transplantés. De maniére intéressante, le transfert des cellules myéloides ne permet

pas d’induire la tolérance chez un nouveau receveur naif transplanté. Seuls les Tregs

CD8'CD45RC®"" et Tregs CD4*CD25"e" sont capables du transfert de tolérance. Lanalyse des
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mécanismes d’induction de la survie prolongée a révélé que I'lL-34 permet le recrutement
des macrophages pro-régulateurs CD14*Arg-1" dans le greffon. En effet, la déplétion des
macrophages par des clodronates liposomes rompt la tolérance dans le modele
d’allotransplantation cardiaque. Chez I’'Homme, I'lL-34 permet de générer des macrophages
au phénotype M2 exprimant CD163. De plus de maniére intéressante, ces macrophages
induisent la prolifération de facon trés efficace des Tregs CD4'FoxP3" et Tregs CD8 FoxP3"
augmentant leur fonction suppressive en comparaison a des Tregs naturels ou pré-stimulés
(Bézie et al., 2015a). Ces résultats suggerent une boucle de rétro-activation dans le cadre de
I'allotransplantation, les Tregs induits expriment I'lL-34 qui différencie les monocytes en
macrophages M2 intra-greffon qui, en retour vont stimuler les Tregs, augmentant ainsi la
source d’IL-34 et I'environnement immunosuppresseur favorisant I'induction de la tolérance.
Ces résultats ont pour la premiére fois démontré que I'IL-34 était exprimée par les Tregs et
jouait un role dans leurs fonctions suppressives, mettant en évidence un nouveau réle de
I'IL-34 et ce, de fagon indépendante du CSF-1.

Mon projet de thése sur I'lL-34 s’inscrit dans la suite de ces résultats, tout d’abord sur
un aspect plus fondamental. Pour cela, un modeéle de rats déficients pour I’IL-34 (11347) a été
généré par la technologie CRISPR/Cas9. Brievement, cette technologie permet via le
complexe Cas9/sgRNA d’induire une coupure double brin ciblée de I’ADN. Ensuite, le
mécanisme naturel de réparation de I’ADN, le non-homologous end joining (NHEJ) peut
générer des erreurs aboutissant a des insertions ou des délétions d’acides nucléiques
pouvant induire un « knock-out », c’est a dire une absence d’expression protéique du gene
ciblé. L’ajout d’un ADN donneur permet de favoriser le mécanisme homology directed repair
(HDR) et cet ADN peut étre inséré au niveau des coupures générant ainsi une mutation
ciblée. L'utilisation de ce modele déficient chez le rat ainsi que chez la souris (113442
fourni par M.Colonna) ont permis d’étudier lI'impact de la déficience en 1134 sur
I’'homéostasie générale des animaux par I'analyse des différentes populations cellulaires.
D’approfondir I’étude sur I'absence d’expression de I'lL-34 sur les fonctions des lymphocytes

T effecteurs et des Tregs in vitro et in vivo. Grace aux souris déficientes en /134 (1344122

j’ai aussi pu étudier lI'implication de I'lL-34 dans un modeéle d’encéphalomyélite auto-
immune expérimentale. De plus, nous avons étudié le potentiel thérapeutique de I'lL-34
dans un modéle de GVHD xénogénique et de rejet de peau allogénique chez la souris

humanisée.
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Parallelement, j’ai étudié le potentiel de I'lL-34 comme biomarqueur de prédiction en
cherchant une corrélation entre I'lL-34 sérique et le devenir du greffon dans une cohorte de
patients transplantés rénaux. De plus, dans une seconde cohorte de patients greffés avec du
sang placentaire, nous avons analysé I’expression de I'lL-34 par les Tregs CD4" et Tregs CD8"

en fonction de I'incidence de la GVHD.
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Abstract.

Immune homeostasis requires competent Tregs that must maintain a stable phenotype to
control autoimmunity. IL-34 is a cytokine first described as mainly involved in myeloid cell
survival and differentiation. However, we recently described the expression of 1L-34 by
induced FOXP3" CD4" and CD8" Tregs in healthy individuals in human and in a rat model of
transplantation tolerance. Here we report that the absence of expression of IL-34 in [I34”
animals lead to an unstable phenotype exacerbated under inflammatory conditions. In vivo,
we revealed the inability of 11347 CDA4* Tregs to protect IL2rg”" rats from wasting disease in
contrast to [134** CD4* Tregs. We also showed the regulatory potential of recombinant
human IL-34 (rhIL-34) to delay xenogeneic GVHD development and human skin allograft
rejection in immune humanized immunodeficient NSG mice models. Altogether, our data
unravel the crucial role of IL-34 in CD4" Treg suppressive function and its therapeutic

potential in transplantation.
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Introduction

IL-34 is a cytokine that we have recently identified as significantly overexpressed in induced
CD8" Tregs from long-term tolerant grafted animals (treated with CD40lg, a chimeric
molecule blocking the CD40-CD40L pathway) versus naive CD8" Tregs from naive animals
(1-3). Further analysis showed that IL-34 expression in T cells is indeed restricted to
activated Foxp3" CD4" and CD8" Tregs versus Foxp3  CD4" and CD8" T cells and involved
in their function in both rat and human (1). We also showed that treatment with IL-34
efficiently inhibited allograft rejection in vivo in rat and suppressed both rat and human
effector CD4"CD25™ T cell proliferation in vitro and induced both Foxp3™ CD4" and CD8"
Tregs in vitro and in vivo (1, 4). IL-34 is a homodimeric cytokine binding the three distinct
receptors, namely CSF-1R (also called c-fms or CD115), CD138 (also called syndecan-1) and
PTPC (a protein-tyrosine phosphatase) (5, 6). CSF-1 also binds to CD115 but with a lower
affinity than IL-34, and they both induce the survival and differentiation of monocytes toward
type 2 regulatory macrophages (7, 8). Of note, IL-34 and CSF-1 spatio-temporal expression is
mainly distinct and CSF-1 does not bind to CD138 and PTP(,. II34"“““"““ mice did not show
spontaneous autoimmunity or inflammatory diseases (9), but that could be due to
compensation of IL-34 deficiency by CSF-1. Increased IL-34 sera levels have been associated
to inflammatory diseases (5, 6), however a suppressive role for IL-34 has also been
demonstrated in a model of liver transplantation in rat (10). Thus, IL-34 could have
tolerogenic anti-inflammatory or pro-inflammatory roles or both and IL-34 role in induced

Tregs is unknown.
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Results and Discussion

To gain further knowledge on the immunoregulatory role of IL-34, we generated an [/34
deficient rat model using CRISPR/Cas9 targeting exon 3 of the rat 1/34 gene (Figure 1A and
Supplemental Figure 1A) and confirmed the significant decrease of 7134 mRNA expression
(residual mRNA detected being due to mRNA produced with an immature STOP codon
before a rapid degradation) (Figure 1B). While the animals look healthy with normal
appearance (Supplemental Figure 1B), normal growth (Supplemental Figure 1C) and normal
bone mass (Supplemental Figure 1D, E), we observed significantly decreased microglia
(CD11b/c" cells) in the hippocampus, but not the cerebellum, of the 11347 animals (Figure 1C,
D and Supplemental Figure 1F). In addition, sera analysis showed a significant increase of
ALT enzyme levels and ALT/LDH ratio and a trend to an increase of alkaline phosphatase
that altogether could reflect liver injury (Figure 1E), increased auto-antibodies production
against IFNo4 and IFNal1 in 11347 rats (Figure 1F) and increased inflammatory chemokine
MIP-2 and decreased eosinophil chemotactic proteins (Eotaxin) and regulatory TGF-33
cytokine (Figure 1G), altogether suggesting an auto-inflammatory status. Nevertheless,
histological analysis of several organs did not show evidence of tissue lesions or
inflammatory infiltrates (Supplemental Figure 1G). Serum levels of different immunoglobulin
isotypes were normal as well as antibodies directed against dSDNA (data not shown). We then
investigated whether, as compensatory mechanisms that would diminish the auto-immune
signs and symptoms, CSF-1 would be upregulated and indeed found significantly higher
levels of CSF-1 in the sera of the /34" animals (Figure 1H), suggesting a negative regulation
of CSF-1 by IL-34 complementary to the positive regulation of CSF-1 on IL-34 previously
described (11).

We then further analyzed the impact of the deficiency on immune cells. Absolute numbers of

cells were slightly decreased in thymus, spleen and blood from /1347 animals (Figure 2A). As
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thymus subsets composition (DN, DP and SP cells), the B cell compartment and the myeloid
cell compartment were not significantly affected (Supplemental Figure 2A-C), CD8" T cells
from spleen and blood were significantly decreased in /1347 animals (Figure 2B). We did not
observe significant changes in the phenotype of Foxp3" or Foxp3™ CD4" or CD8" T cells
(Supplemental Figure 2D-E), however we observed a significant increase in the proliferation
capacity of CD8" T cells in presence of a polyclonal stimulation (Figure 2C) and similar
proliferation capacity for both CD4" and CD8" Tregs (Figure 2D). To determine whether IL-
34-deficiency would lead to increased susceptibility to autoimmune diseases, we used the rat
model of TNBS induced-colitis (Figure 2E) and the mouse model of experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) triggered by MOG;35_s5 and mycobacterium using IL-
34 deficient mice (/I34~“““*“* mice) (Figure 2F) (9), two common inflammatory disease
models. The /I34” rats showed a decreased colon length 6 days after TNBS injection (Figure
2E) and the I134"“““"““ mice developed EAE faster and more severely as shown by the score
and the weight loss (Figure 2E), than the 1134"* animals. Thus, IL-34 deficiency seems to
lead to an unstable immunological phenotype exacerbated under inflammatory conditions.

Considering the critical role of Tregs in the maintenance of homeostasis and to determine the
role of IL-34 in Treg-mediated suppression, we tested CD4" and CD8" Tregs from 11347 rats
for their capacity to control in vivo wasting disease in a model of 112rg” rats injected with
pathogenic CD4" Teff cells (Figure 3A) (12). Strikingly, 1134 CD4" Tregs were unable to
control the development of wasting disease in /[2rg” animals and death occurred in a similar

4" rats

manner than the condition without CD4" Tregs, in contrast to CD4" Tregs from /3
that efficiently control wasting disease development (Figure 3B), demonstrating the critical
role of 1L-34 in CD4" Treg suppressive activity. Histological analysis of the liver and colon

from all groups confirmed the cell infiltration and tissue lesions in /[2rg” animals injected

with CD4" Teff cells with or without CD4* Tregs from /34" animals, in contrast to animals

90



injected with CD4" Tregs from [/34*"* animals (Figure 3C). Although we did not observe a
protective role of CD8" Tregs in this model for both /I34*"* and 1134 CD8"* Tregs (Figure
3D), we observed decreased infiltration in liver and colon in animals injected with CD8"
Tregs from [134** animals compared to animals injected with CD4* Teff cells with or
without CD8" Tregs from /1347 animals (Figure 3E), suggesting that /34" CD8" Tregs had
partially lost their protective function. To understand how IL-34 deficiency had modified the
transcriptomic signature of both CD4* and CD8* Tregs in I/34” animals versus 1[134™"*
animals, we performed 3’-DGE-RNAseq. The data obtained presented a phenotype for CD4"
and CD8" Tregs in /134" animals that is not distinct from CD4* and CD8" Tregs in [I34*"*
animals, except for one gene, Dnajal, a co-chaperone of heat shock protein, identically
dysregulated between CD4" and CD8" Tregs and increased in Tregs from 11347 animals
(Figure 3F). Thus, the defect in suppressive capacity observed for Tregs from 11347 animals
is only due to the defect in IL-34 that acts on APCs inducing a tolerogenic function (1, 8) and
not of a modification of their own transcriptome.

These data present a critical role for IL-34 in Treg-mediated suppression, however the
question of IL-34 capacity to sufficiently induce transplant tolerance in human remains. Thus,
we used a model of human xenogeneic GVHD (Figure 4A) or human skin transplantation
allo-rejection (Figure 4D) in immune humanized immunodeficient NSG mice in which we
administered recombinant human IL-34 (rhIL-34) protein (either i.p. or using mini-osmotic
pump delivering a constant rate of protein) and assessed GVHD or skin rejection.
Administration for 30 days of rhIL-34 protein in association with a sub-optimal dose of
rapamycin for 10 days resulted in significant delay in weight loss and subsequent mice
survival in the GVHD model (Figure 4B). Analysis of the proportion of hCD45" cells showed
a decrease in animals treated with rapamycin alone vs. untreated animals and equal inhibition

in animals co-treated with rapamycin and rhIL-34 and no significant differences in the

91



distribution of hCD45™ cells in any of the groups (Figure 4C), suggesting that the effect of IL-
34 is not due to inhibition of human lymphocyte proliferation. Administration of rhIL-34
combined to rapamycin in the skin transplantation model resulted in significant delay in skin
graft rejection with induction of long-term skin survival in 25% of the recipients (Figure 4E).
These data demonstrate that rhIL-34 in combination with a suboptimal dose of rapamycin is
sufficient to suppress effector T cell function.

We have identified here IL-34 as a new actor of Treg-mediated suppression, playing a critical
role in homeostasis and control of effector T cell responses. IL-34 in the T cell lineage seems
to be restricted to Foxp3™ CD4" and CD8" Tregs (1) acting as a major suppressor component
of their activity but it is also expressed by other cell subsets such as neurons playing also a
major and protective role for the microglia (13, 14). IL-34 deficiency led to a mild phenotype
in vivo at resting state, probably due to the CSF-1 over-expression that may partially
compensate IL.-34 deficiency in their common overlapping function, particularly in monocyte
differentiation. We still observed some features of a disturbed immune system and clear
differences on the CD8" T cell lineage distribution pattern, however upon antigen challenge;
we revealed the increased susceptibility of IL-34 deficient mice to EAE. That effect could be
due to decrease neuronal protection by lower numbers of microglia, due to the absence of IL-
34 but this is only observable in some areas of the CNS and thus it is more likely that is due to
a lower Treg activity on APCs both in the CNS and the periphery. Although CSF-1 is
upregulated and has also been shown as playing a role in neuronal protection (15, 16), its role
on Treg-mediated suppression has not been established and in an organ transplant model
CSF-1 did not play a role (1). In patients, IL-34 upregulation has been observed and mainly
associated to pathophysiological situations and participating in the auto-immune symptoms,
however, the exact contribution of IL-34 in these diseases has not been elucidated and IL-34

upregulation could be a compensatory mechanism as a consequence of autoimmunity, rather
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than the cause (5, 6), although it might depend also on the expression of CSF-1 that act as a
positive regulator of IL-34 (11). IL-34 targeting has mainly shown potential in viral infection
situations where monocytes are involved (17, 18). Here we show that administration of rhIL-
34 represents a new therapeutic strategy for manipulation of immune responses and treatment

of transplantation and autoimmune diseases.
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Methods

Please see Supplemental Methods for a detailed description of all experimental procedures.

Study Approval.

All animal care procedures were approved by the Animal Experimentation Ethics Committee
of the Pays de la Loire region, France, in accordance with the guidelines from the French
National Research Council for the Care and Use of Laboratory Animals (permits numbers

CEEA-PdL-n°6, APAFIS #7634, #12377, #20640 and #2162)
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Figure 1. Generation and characterization of 1I34” rats by CRISPR/Cas9. (A) Schematic
representing the Cas9/sgRNA targeting the exon 3 of the //34 gene inducing a genomic DNA
cut (arrow). PAM sequence is in red. (B) /134 mRNA expression was assessed by quantitative
real-time PCR on extracted RNA from spleen, liver and brain of 1134 (n=7-10) and 11347
rats (n=7-9). Results are normalized to HPRT and expressed as 24T £ SEM. (C) Confocal
microscopy was performed on I[34*"* and 134" rats frozen brains stained with an antibody
directed against CD11b/c (OX42; green) and DAPI (blue). Arrows indicate a representative
stained cell. Original magnification, x800. Scale bar 50 um. (D) Quantification of positive
CD11b/c staining areas in 1134*"* and 11347 rats’ hippocampus (1134, n=8; 1134", n=8) and
cerebellum (Il34+/+, n=3; Il34’/', n=3) slices. Each dot represents an individual animal and
results are expressed as mean = SEM. (E) Blood from 4 months old 134" (n=9) and 11347
(n=14) rats was taken on heparin to quantify AST, ALT, ALT/LDH ratio and alkaline
phosphatase in the plasma. (F) Auto-antibodies against murine interferon (IFN)-o4 and IFN-
all were assessed in sera by LIPS assay (/I134'"*, n=10 and 1/34”", n=16). (G) Eotaxin, TGF-
B3 and MIP-2 proteins levels were quantified by Luminex assay in the sera of 1134 (n=10)
and 11347 (n=16) rats. (H) CSF-1 protein was quantified by ELISA in the sera of 134" (n=8)
versus 11347 rats (n=12). Results are expressed as mean + SEM. Mann Withney U test, *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001.
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Figure 2. IL-34 deficiency affects CD8" T cells homeostasis and immune response and
susceptibility to autoimmune diseases. (A) Absolute numbers of cells were analyzed in
thymus, spleen and blood of >10 months olds 134 (n=5-10) and 134" (n=6-11) rats. (B)
Absolute numbers of T cell subsets were analyzed in spleen (left) and blood (right) of >10
months olds 7/34*"* (n=5-10) and 134" (n=6-11) rats using markers described in Supplemental
Methods. (C) Effector TCRaf*CD4*CD25 (CD4" Teff) and TCRaf*CD4 CD45RC™¢" (CD8*
Teff) and (D) regulatory TCRap*CD4*'CD25"'CD127°" (CD4" Tregs) and TCRaf*CD4
CD45RC™" (CD8" Tregs) Tregs from 134" (n=5-9) or 134" (n=4-7) rats were sorted and
tested for proliferation activity at day 2 (D2) or D3, respectively, with increasing
concentration of anti-CD3 (0.25-0.5-1 ug/mL) with anti-CD28 (10 ug/mL) mAbs. Results are
represented as mean + SEM. (E) TNBS-induced colitis was performed on 7/34”" (n=4) and
1134”7 (n=4) rats via the intrarectal injection of TNBS at 75 mg/kg. Colon length was
measured at day 6 post-injection. Each dot represents an animal. Results are represented as
mean + SEM. (F) Adult /[34"* (n=9) and 113"“““"“* (n=5) C57BL/6J mice of 8 weeks-old
were immunized with the peptide MOGss.ss and mycobacterium for EAE induction. The
development of the disease was followed by a daily clinical score and weight assessment.
Results are represented as mean + SEM. Mann Whitney U test, * p<0.05.
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Figure 3. 1134 Tregs fail to control the wasting disease. (A) schematic showing the
depicting the wasting disease model. (B) 6 weeks old I[2rg” rats were injected i.v with
2.5.10° TCRoB'CD4*CD45RC"" Teffs from 1134+ rats (Teff; n=12) in association or not
with TCRoB"CD4"CD25"CD127"°" Tregs (CD4" Tregs; 3.5:1 Teff:Tregs ratio) from 134"
(n=8) or 134" (n=8) rats in 7 different experiments. (C) Liver and colon sections of injected
112rg” rats were stained with HES (original magnification x10, scale bar 20 pm). Data are
representative of 6 animals. (D) 6 weeks old Il2rg” rats were injected i.v with
TCRoB*CD4*CD45RCME" Teffs from [134*"* rats (Teff) in association or not with
TCRaf*CD4 CD45RC™" Tregs (CD8* Tregs; 2.1:1 Teff:Tregs ratio) from 1134™* (n=6) or
134" (n=6) rats in 5 different experiments. (E) Liver and colon sections of injected I12rg”
rats were stained with HES (Original magnification x10). Data are representative of 6
animals. (F) 3° DGE-RNA sequencing analysis was performed on sorted
TCRaf*CD4*CD25'CD127"" Tregs (CD4* Tregs) and TCRop*CD4 CD45RC™™ Tregs
(CD8" Tregs) from 1134*"* (n=7) and 134" rats (n=8-9). The table is recapitulating the only
gene differentially expressed between 11347 vs 11347 CD4" Tregs and 11347 vs 11347+ CD8"
Tregs. Log-rank test, * p<0.05, *** p<0.001.

101



Freuchet et al., Figure 4

B Rapamycin (0.4 mg/kg/d)
IL-34 (0.4- or 0.8 mg/kg/2d)

-~ PBMC, n=16 .
A g ~— PBVC+1L-34 (0.8mghkg), n=3| X "
1.5.107 PBMC s 4B FBMC+ Rapa, n=16 ER
— PBMC _i_.v._igjection ;‘5.; =¥ - PBMC + Rapa + IL-34 (0.4mg/kg) n=4
isolation &_3 -

1
1IL-34 (0.8 or 0.4 mg/kg/2d) PBMC + Rapa + IL-34 (0.8mg/kg), n=10

PBMC + Rapa + IL-34 pump (0.8mg/kg), n=3

|Rapamycin (0.4 mg/kg/d)

Ye——> i
Healthy [p2 p1po D10 D30
volunteer —
5Cy «¢ >

NSG mice - >
elrradiation IL-34 mini-osmotic pump

0O 10 20 30 40 50 60 70 80
Days after PBMC injection

v

hCD45

(0.42 pgrhr) %
o
o
2
=
@
g
k]
ES

PBMC + + +

Rapamycine _ +

(0.4 mg/kg)
IL-34 - - +
(0.8 mg/kg)
D E
Rapamycin (0.4 mg/kg/d)
5.70_5 I_DBMC IL-34 (0.8 mg/kg/2d)
PBMC _ I.v. injection 100t : =0~ PBNC, n=4 .
isolation N34 e[ * *
11L-34 (0.8 or 0.4 mg/kg/2d) 80 == PBMC + Rapa, n=5 *

== PBMC + Rapa + IL-34 (0.8mg/kg), n=4

NSG mice 04

0 20 40 60 80 100
Days after PBMC injection

— Skin— - - - :Rapamycin (0.4 mg/kg/d)
Y _ Ve—>

Healthy [D30 b0 D10 D3
volunteer

Percent survival
N B

o o

1 1

Figure 4. Human IL.-34 recombinant protein administration efficiently delays GVHD
development and allograft rejection in humanized NSG mice. The therapeutic potential of
IL-34 was tested in (A-B) GVHD and (C-D) human skin allograft rejection models in
humanized immunodeficient NSG mice. (A, C) IL-34 (0.4 mg/kg/2d or 0.8 mg/kg/2d for 30
days) and rapamycin (0.4 mg/kg/d for 10 days) were injected 1.p or with a mini-osmotic pump
delivering a constant rate for 28 days (based on a dose of 0.8mg/kg/2d). (A) For GVHD,
1.5.10" fresh PBMC were iv injected in 1.5 Gy irradiated 8—12-week-old
NOD/SCID/IL2rg_/ ~ (NSG) mice. (B) Survival of mice was measured by weight loss. (C) At
day 15 post-PBMC injection, FACS analysis was performed looking at the human cells
(hCD45) in the blood reflecting the engraftment (n=4-13). (D) For skin allograft rejection
model, 5.10° fresh PBMC were i.v injected in mice grafted with human skin 4 weeks before.
(E) Graft survival was scored on macroscopic signs of rejection from 0 to 5 and considered
rejected at a score of 5. Log-rank test (B, E) and Mann Whitney U test (C), * p>0.05, **
p<0.01, *** p<0.001 and **** p<0.0001.
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Supplemental Figure 1. Generation and characterization of 1134-/- rats. (A) Amplicons of
1134*"* and 11347 rats were sequenced showing the G insertion in deficient animals, leading to
a shift in the ORF and an absence of protein expression. (B) Photographs represent the
general appearance of the rats at 6 months old (scale bar, 10cm). (C) Littermates 1134%"* rats
(males, n=3-4 and females, n=3-5) and 11347 rats (males, n=3-9 and females, n=3-7) have
been weighed for 100 days. Results are expressed as mean + SEM. (D) Representatives
photographs show the bone aspect, teeth formation and spleen length (Scale bar, 1cm). (E)
Femurs of 8 weeks old males (n=3) and females (n=4) 1134 or 134" were fixed in 4%
formol and then analyzed by pCT for bone mineral density (BMD) and tissue mineral density
(TMD). (F) Representatives photographs show the morphological aspect of 1134** (top) and
11347 (bottom) brains. White arrows indicate the zoom in of the hippocampus and cerebellum
showed in Figure 1D. (G) Liver, colon, pancreas, kidney and skin sections of 1134%* and 1134
” rats at 6 months old were stained with HES. Original magnification x 20, scale bar 100 um.
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Supplemental Figure 2. Immune cell population are not affected by IL-34-deficiency. (A)
Absolute numbers of thymus cell subsets were analyzed in 8 weeks old //34*"* (n=7) and 1134
” (n=8) rats using markers described in Supplemental Methods. Absolute numbers of B, DCs,
NK, NKT, granulocytes and monocytes/macrophages cell subsets were analyzed in spleen (B)
and blood (C) of >10 months olds 1134+ (n=4-9) and 11347 (n=4-10) rats. (D)
TCRof"CD4 FoxP3* (CD4" Tregs) and TCRap*CD4 FoxP3* (CD8* Tregs) T cells and (E)
TCRaB"CD4"FoxP3™ (CD4" Teff) and TCRaB CD4 FoxP3™ (CD8" Teff) from total splenic
cells from 1134"* (n=4-9) and 134" (n=4-10) rats were analyzed for expression of several
markers upon a 3 days stimulation with anti-CD3 (1 ug/mL) and anti-CD28 (10 ug/mL)
mAbs.
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Supplemental Methods
Animals. Sprague-Dawley (SPD) rats were purchased from Charles River (L'Arbresle,
France). The 8-12-week-old NOD/SCID/Iergf/ - (NSG) mice were bred in our own animal

facilities in SPF conditions. [134"**<*

mice were kindly provided by Marco Colonna
(Washington University, St. Louis, MO) (9). The animals were housed in a controlled

environment (temperature 21 + 1 °C, 12-hour light/dark cycle). 1i2rg” rats have been

previously described (19).

Generation and genotyping of 11347 SPD rats. rlL.34-sgRNA4
(TGTACTGCAGCTTGCCCCGA) was designed and generated as previously described (20).
Prepubescent females (4—-5 weeks old) were injected with 25 IU pregnant mare serum
gonadotropin (Intervet) and followed 48 hours later with 30 IU human chorionic gonadotropin
(Intervet) before breeding (20). Fertilized one-cell stage embryos were collected for
subsequent microinjection using a previously published procedure (20, 21). sgRNA (10ng/ul)
and Cas9 mRNA (50ng/ul) (20) were co-microinjected into the cytoplasm and nucleus of one-
cell-stage fertilized embryos. Surviving embryos were implanted in the oviduct of pseudo-
pregnant females (0.5dpc) and allowed to develop until birth. For genotyping of animals’ ear
biopsy specimens from 8- to 10-d-old rat pups were digested in 250 pl of tissue digestion
buffer (Tris-HCI 0.1 mol/l [pH 8.3], EDTA 5 mmol/l, SDS 0.2%, NaCl 0.2 mol/l, PK 100
pg/ml) at 56°C overnight. PCR amplification was performed on diluted lysis product (1:20
dilution) and 25 pul of PCR reaction mix according to the manufacturer instruction (Herculase
II Fusion DNA Polymerase, Agilent Technologies, Les Ulis, France) using the following PCR
primers: forward 5’-AGGTGGAGTACAGACACAGT-3’ and reverse 5-
AGATAAGAGGTGGGAGTGAGC-3’. The following amplification program was used: 1

cycle at 95°C for 5 min, 1 cycle at 62°C for 2min, 35 cycles at 72°C for 30 s, 95°C for 10 s,
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and 60°C for 10 s, followed by 1 cycle at 72°C for 3 min using a Veriti Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Foster City, CA). The PCR products were analyzed by heteroduplex
mobility assay using microfluidic capillary electrophoresis system caliper LabChip GX
(PerkinElmer, Villebon-sur-Yvette, France). The homozygous 11347 specimen were identified

from 1134 littermate as previously described (22).

Bone density. Femurs of 1134%* and 1134 rats were fixed 24h in PFA 4%, then trabercular
bone mineral density (BMD) and cortical tissue mineral density (TMD) were analyzed using
the high-resolution SkyScan-1076 X-ray microCT system (SkyScan, Kartuizersweg,

Belgium).

ELISA. CSF-1 rat serum levels were quantified using a rat M-CSF ELISA kit (MyBioSource,

San Diego, CA) according to manufacturer’s instructions.

Luminex. Rat serum concentrations of TGFp1, TGF2, TGF33, Eotaxin, MIP-2, MIP-1a, IL-
13, IL-1B, IL-1a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IP-10, IL-12p70, IL-17A, G-CSF, GM-CSF,
TNFa, IFNy, GROa, MCP-1, MCP-3 and RANTES were quantified using a multiplex kit

(MILLIPLEX MAP; Merck, Burlington, MA and ProtocartaPlex; ThermoFischer, Waltham,

MA) according to manufacturer’s instructions.

Luciferase Immunoprecipitation Systems (LIPS). LIPS was used for the detection of

autoantibodies against cytokines as previously described (23, 24).

gPCR. Total RNA was isolated from cells using TRIzol reagent (Invitrogen) or an RNeasy

Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany). Total RNA was isolated from organs (spleen, liver
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and brain) by crushing with Ultra-Turrax (IKA, Staufen, Germany) using TRIzol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA) and RNA was reverse transcribed with random primers and M-
MLV reverse transcriptase (Life Technologies, Carlsbad, CA) according to manufacturer’s
instructions. For rat 7134 qPCR, TagMan (Thermofischer, Waltham, MA) probes were used.
The reaction was performed on the Applied Biosystems StepOne system (Life Technologies,
Carlsbad, CA). Thermal conditions were as follows: 3 seconds at 95°C, 30 seconds at 60°C,
and 15 seconds at —5°C of the melting temperature with a final melting curve stage.
Calculations were made by the DDCt method. Primer sequences are listed in Supplemental

Table A.

Histology and Immunofluorescence. Rats brains were fixed for 24h using PFA 4% and
conserved by increasing sucrose concentrations and frozen. Sections were performed from
paraffin-embedded tissues and frozen brain tissue. For histology analysis, slides were stained
with Hematoxylin Eosin Saffron (HES) and analyzed by an automated tissue slide scanner
(Hamamatsu NanoZoomer Digital Pathology system, Japan) and by confocal microscopy
(Nikon A1l RSi, Tokyo, Japan). For brain immunofluorescence, slides were incubated with a
purified anti-CD11b/c (a list of the clones and suppliers of all mAbs used in the study in
Supplemental Table B) and the staining was revealed using a goat anti-mouse IgG (H+L)-
AF488 (Invitrogen, Carlsbad, CA). After staining, slides were mounted with Prolong Gold
Antifade Reagent with DAPI (Invitrogen, Carlsbad, CA) before analysis with confocal

microscopy. The percentage of positive staining was analyzed using ImageJ software.

Cell isolation. Rats spleens was digested by collagenase D (Roche) for 30 min at 37°C; the
reaction was stopped by adding 0.01 mM EDTA. Rats cells from thymus and lymph nodes

were isolated by crushing with PBS. RBCs were lysed using a lysis solution (8.29 g NH4Cl, 1
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g KHCO3, 372 mg EDTA/l 1 deionized water [pH 7.2-7.4]). TCRap SIRPa",
TCRoB*CD4*CD25, TCRoB*CD4*CD45RC™", TCRoB*CD4 CD45RCMe",
TCRop*CD4'CD25*CD127°" and TCRaB*CD4 CD45RC™ cells were sorted using a FACS
ARIA II (BD Biosciences, Mountain View, CA). Monoclonal antibodies are listed in

Supplemental Table B.

Phenotypic analysis. Cellular phenotype was analyzed on spleen, thymus and blood using the
antibodies listed in the Supplemental Table B. Cells were first gated on their morphology,
exclusion of singlets and dead cells by staining with fixable viability dye, eF450 or eF506
(Thermofischer, Waltham, MA), then cells were gated on the expression of CD45. Subsets
were identified as follow: DN (CD4 CDS8’), DN1 (CD4 CD8CD25CD44"), DN2 (CD4 CDS8
CD25"CD44%), DN3 (CD4CD8CD25'CD44), DN4 (CD4CD8CD25CD44), SP CD4"
(CD4'CDS8’), SP CD8* (CD4CD8"), I1gM and IgD expression were analyzed among
CD45R*CD45RA" cells, pDC (TCRap'CD4'CD45R*), ¢DC (TCRopCD4""CD103%), NK
(SIRPaTCRaB CD161™), NKT (SIRPaTCRof"'CD161%), granulocytes (TCRof HIS48 RP-
1), macrophages/monocytes (CD68"), M1 (CD68"'CD163") and M2 (CD68"CD163"). For
stimulation, splenocytes were incubated with PMA (50 ng/ml) and ionomycin (1 pg/ml) for
4 h in the presence of Brefeldin A (10 ug/ml). Cells were permeabilized with Fix/Perm kit
(Thermofischer, Waltham, MA). Abs were used to stain cells, and fluorescence was measured
with a BD FACSCanto II flow cytometer (BD Biosciences, Mountain View, CA), and FlowJo

software was used to analyze data.

Mixed lymphocyte reaction. Sorted rat Teff TCRaf*CD4*CD25", TCRaf*CD4 CD45RC™ "
and Tregs TCRoB*CD4*CD25"CD127°Y and TCRaB*CD4 CD45RC™ cells from 1134**

and 1134 rats were plated in duplicate or triplicate with stimulating coated aCD3 (G4.18 at 1,
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0.5 and 0.25 pg/mL) and soluble aCD28 (JJ319 at 10 ug/mL) in 100 puL or 200 uL. complete
RPMI-1640 medium in round- or V-bottomed 96-well plates, at 37°C and 5% CO,,
Proliferation ~ of = CFSE-labeled = TCRap*CD4*CD25, TCRop"CD4 CD45RC"E",
TCRop*CD4'CD25*CD127"Y, TCRop*CD4 CD45RC™™ T cells was analyzed by flow

cytometry 2 or 3 days later by gating on TCRap*CD4" cells among living cells (DAPY).

TNBS-induced colitis in rat. The rat model of colitis was induced by rectal administration of
TNBS (75 mg/kg; Merck, Burlington, MA) as previously described (25). Rats were weighed

daily for 6 days and sacrificed to measure the colon length.

Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE). Eight-week-old 1134** or [134tec#tacz
C57BL/6J female mice (9) were immunized by subcutaneous injection of 100 pL of an
emulsion containing 200 pg of MOGy;35_55 (GeneCust, Boynes, France) in complete Freunds
adjuvant (Merck, Burlington, MA) supplemented with 400 ug heat-killed M. tuberculosis
(Thermofischer, Waltham, MA). 200ng of B. pertussis toxin (Merck, Burlington, MA) in 100
ul of PBS was injected intraperitoneally on the same day and 2 days after immunization.
Animals were monitored daily from day 5 and scored on a 5-point scale as follows: 0, no
symptoms; 0.5, tip of tail is limp; 1, loss of total tail tonus; 1.5, loss of total tail tonus and
hind leg inhibition; 2, loss of total tail tonus and weakness of hind legs; 2.5, loss of total tail
tonus and dragging of hind legs; 3, loss of total tail tonus complete and paralysis of hind legs;
3.5, loss of total tail tonus and paralyzed hind legs are together on one side of the body; 4, loss
of total tail tonus, hind leg and partial front leg paralysis; 4.5, loss of total tail tonus, hind leg
and front leg paralysis, 5: mouse is found dead due to paralysis. Due to ethical considerations

mice were sacrificed when they reached grade 4 for 24 h.
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Wasting disease. I12rg”” SPD rats aged of 6 weeks were injected via the tail vein with 2.5.10°
sorted Teff TCRap*CD4*CD45RC™ " cells from 134** rats in association or not with sorted
Tregs TCRaf*CD4*CD25*CD127"" or Tregs TCRop*CD4 CD45RC™" from 1134*"* or 1134°
ya

rats at a Teff:Tregs ratio of 3.5:1 and 2.1:1 respectively. A control with a PBS injection was

also performed.

3’ Differential Gene Expression (DGE) RNA-sequencing. Total mRNA from sorted Teff
TCRoB*CD4*CD25", TCRoB*CD4 CD45RC™®" and Tregs TCRop*CD4*'CD25*CD127°,
TCRaf*CD4 CD45RC™ T cells from II34** and 1134” rats were extracted using RNeasy
Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) and protocol of 3° DGE RNA sequencing was
performed as previously described (26). The differential expression p values were processed

with DESeq2 (27).

Immune humanized mouse models. For xenogeneic graft-versus-host-disease (GVHD) model,
1.5x10" fresh human PBMC were intravenously injected in 1.5 Gy irradiated NSG mice as
previously described (4). Human PBMC engraftment was monitored in blood and GVHD
development was evaluated by weight loss. Osmotic pumps (Alzet, model 1004, Cupertino,
CA) were placed 1.p on the day before the injection of the PBMC. Osmotic pumps were filled
with rthIL-34 to continuously deliver a dose of 0.8 mg/kg/2d. For the skin rejection model,
human skins were obtained from healthy donors from abdominoplasty surgery and
transplantation was performed as previously described (4). 5.0x10° PBMC allogeneic to the
graft were 1.v injected. A graft rejection score was established from 0 to 5 based on
macroscopic observations: 1: the skin starts to peel off; 2: thick skin; 3: scab; 4: edges start to

take off; 5: the skin is entirely gone. Human IL-34 recombinant protein (0.4- or 0.8 mg/kg/2d
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for 30 days; Thermofischer, Waltham, MA or Preprotech, Neuilly-Sur-Seine, France) and/or

rapamycin (0.4 mg/kg/d for 10 days, Rapamune, Pfizer) were injected intraperitoneally.

Statistics. Mann-Whitney U test was used for qPCR, FACS, positive area in
immunohistofluorescence and ELISA analysis. Mantel Cox Log Rank test was used to
analyze survival curves. Adapted controls were performed together with the test conditions.

Animal numbers were determined with ethical committee agreement.
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Supplemental Table A. Primer sequence

Gene

Primer

Sequence

1134

Probe

Rn01432380_ml1
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Supplemental Table B. Antibodies used in this study

Marker Clone Provider
hCD45 HI30 BD Biosciences
TCRof R7/3 BD Biosciences
CDh4 0X35 BD Biosciences
CD45RC 0X22 Intern production
CD25 0X39 Intern production
CD127 715519 Biotechne
CD45RA 0X33 BD Biosciences
CD45R His24 BD Biosciences
rCD45 OX1 + 0X30 BD Biosciences
SIRPa 0X41 Intern production
CDl161 323 Intern production
CDl11b/c 0X42 Intern production
CD103 0X62 Intern production
Granulocytes RP-1 BD Biosciences
Granulocytes HIS48 BD Biosciences
IgM MARM-4 Intern production
IgD MARD-3 Intern production
CD8 OX8 Intern production
CDh44 0X49 BD Biosciences
CD163 ED2 Bio-Rad
MHC-II 0X6 Intern production
FoxP3 FIK16S eBiosciences
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CD68 ED1 Bio-Rad
CD71 0X26 Intern production
CD27 LG.3A10 Intern production
CD28 1319 Intern production
CD40L AH.F5 Biogen
CD62L 0X85 Intern production
ICOS JTT.1 Intern production
CDI122 L316 Intern production
IL-10 AS5-4 BD Biosciences
IFNy DB-1 BD Biosciences
CD3 G4.18 BD Biosciences
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Résultats complémentaires — Partie |
Les résultats complémentaires présentés ci-aprés comprennent des analyses sur la
caractérisation de la lignée de rats 11347 ainsi gue I'analyse des fonctions in vivo des Teff

CD4" et Teff CD8" de ces animaux.

MATERIEL ET METHODES

qPCR

L'ARNm total a été isolé a partir de la rate, du foie et du cerveau par broyage avec I’Ultra-
Turrax (IKA) en utilisant du TRIzol (Invitrogen). L’ARN a été rétro-transcrit avec des amorces
aléatoires et la transcriptase inverse M-MLV (Life technologies) selon les instructions du
fournisseur. Les qPCR ont été réalisées en utilisant la technologie Fast SYBR Green dans 20
pL de volume final contenant 10 pL de Master Mix 2X (Life technologies), 0,6 uL d’amorces
(10 uM), 1 pL d’ADNCc et 8,4 pL d’eau. La réaction a été effectuée sur le systeme Applied
Biosystems StepOne (Life technologies). Les conditions de température ont été les
suivantes : 3 sec a 95°C, 30 sec a 60°C et 15 sec a 5°C de moins de la température de fusion.
Les calculs ont été réalisés selon la méthode du DDCt. Les amorces utilisées sont listées dans

le tableau VI.

Tableau VI: Liste des amorces utilisées.

Gene |Amorce |Séquence
Forward | CCAACTCTTGGGAAGACACCA
Arg Reverse | GTGATGCCCCAGATGACTTT
Forward | GACCAAACTGTGTGCCTGGA
Nos Reverse | TACTCTGAGGGCTGACACAAGG
Hmox1 Forward | CCACAGCTCGACAGCATGTC
Reverse | GTTTCGCTCTATCTCCTCTTCCA
Forward | AGTGTCATCGAATCGCACCTG
tfng Reverse | TTCTGGTGACAGCTGGTGAAT
il Forward | GCAAGAGACTTCCAGCCAGTT
Reverse | CATCATCGCTGTTCATACAATCA
Forward | CTTATCTACTCCCAGGTTCTCTTCAA
Tnfa Reverse | GAGACTCCTCCCAGGTACATGG
Forward | CTCAACACCTGCACAGCTCC
Taft Reverse | ACGATCATGTTGGACAACTGCT
Forward | GCTGCCTCCCATTCTGTCTT
tdo Reverse | TGCGATTTCCACCATTAGAGAG
Forward | TGCTATGTTGCCTGCTCTTACTG
110 Reverse | TCAAATGCTCCTTGATTTCTGG
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Isolement des cellules du colon et de l'iléon (Collaboration Dr. A. Abidi et Pr. R. Josien,
Nantes).

L’iléon (sans les plaques de Peyer) et le colon ont été lavés avec du PBS froid en boite de
Pétri apres élimination du tissu adipeux. Les tissus ont été ouverts longitudinalement et
coupés en morceaux de 0.5 cm, puis incubés une fois dans 10 mL d’une solution contenant
1.5 mM de DTT, 30 mM d’EDTA dans du PBS et deux fois dans la méme solution sans DTT
pendant 10 min a 37°C sous une agitation de 100 rpm afin d’éliminer les cellules épithéliales.
Les tissus restants ont été digérés deux fois dans une solution de collagénase D (2 mg/mL) et
de la DNAsel (100 pug/mL) pendant 30 min a 37°C sous une agitation de 100 rpm avant d’étre
filtrés a I'aide de tamis cellulaire de 100 um puis de 40 um.

Isolement des cellules de la rate

Les rates ont été digérées avec de la collagénase D (Roche) pendant 30 min a 37°C, puis la
réaction a été stoppée en ajoutant de 'EDTA 0,01mM. Les globules rouges ont été lysés en
utilisant une solution hypotonique (8.29 g NH4CI, 1 g KHCO3, 37.2 mg EDTA [pH 7.2-7.4]).
Les cellules TCRaB*CD4*CD25”, TCRaB*CD4*CD45RC™E", TCRaB*'CDA CDASRCE" ont été trides
en utilisant le FACS ARIA Il (BD, Biosciences, Mountain View, CA, USA). Les anticorps utilisés
sont listés dans le tableau VI.

Analyse phénotypique des cellules du colon et de l'iléon

Les anticorps utilisés sont listés dans le tableau VII. Les cellules ont d’abord été analysées
selon leur morphologie, les doublets ont été exclus ainsi que cellules mortes grace au
marqueur de viabilité eF506 (eBiosciences). Les différentes sous-populations ont été
analysées parmi les cellules CD45" : les cellules mononucléées phagocytaires (MNP) (CD45R
MHC-1I'CD103") et les cellules dendritiques (CD45R'MHC-1I"'CD103%) (Figure 20). La
fluorescence a été mesurée grace au cytometre BD FACSCanto Il (BD Biosciences, Mountain

View, CA, USA) et le logiciel FlowJo a été utilisé pour analyser les résultats.
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Figure 20: Stratégie d'analyse des MNP et des cellules dendritiques du colon et l'iléon. MNP: cellules
phagocytaires mononuclées; DC: cellules dendritiques.

Tableau VII: Liste des anticorps utilisés.

Marqueur Clone Fournisseur
TCRap R7/3 BD Biosciences
CD4 0X35 BD Biosciences
CD45RC 0X22 Production interne
CD25 0X39 Production interne
CD45R His24 BD Biosciences
CD45 OX1+0X30| BD Biosciences
cb103 0Xx62 Production interne
MHC-II OX6 Production interne

Wasting disease

Les rats Sprague Dawley /I2r7/'/' agés de 6 semaines ont recu les injections dans la veine
caudale de 2,5.10° de cellules triées TCRaB*CD4*CD45RC™E" (Teff CD4*) ou TCRaB*CD4
CD45RC™E" (Teff CD8") provenant de rats /134"* ou 1134”". Du PBS a été injecté dans les rats
controles. Le poids a été suivi quotidiennement reflétant le développement de la pathologie.
Les rats ont été sacrifiés lorsqu’ils ont atteint les points limites (soit 20% de perte de poids)
listés dans le dossier APAFIS #12377 validé par le ministére de la recherche.

3’ DGE RNA-sequencing

L’ARNm total des cellules triées TCRaB'CD4*CD25 et TCRaB'CD4 CD45RC™" des rats 11347*
et 11347 a été extrait en utilisant le kit RNeasy Mini kit (Quiagen) et le protocole de
séquencage 3’ digital gene expression (DGE) RNA sequencing a été réalisé comme
précédemment décrit (Picarda et al., 2017). Les p values d’expression différentielle ont été
traitées avec DESeq?2 (Love et al., 2014).

Statistiques

Le test du log-rank (Mantel Cox) a été utilisé pour analyser la survie et les contrbles ont été
réalisés en méme temps que les conditions tests. De plus, le nombre d’animaux a été

déterminé en accord avec le comité d’éthique.
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RESULTATS
Analyse des geénes pro- et anti-inflammatoires dans la rate, le foie et le cerveau ainsi que
dans les cellules myéloides de I’iléon et du colon.

Afin d’approfondir les connaissances sur I'impact de la déficience en IL-34 sur I'état
pro- ou anti-inflammatoire des animaux, nous avons étudié I’expression de genes associés a
des fonctions anti- (Argl, Hmox1, Tgfb, 1110, Ido, Ifng) ou pro-inflammatoires (Nos, Tnfa,
Ifng, 116) par gPCR sur '’ARNm total de la rate, du foie et du cerveau (Figure 21A). De
maniére générale, I'expression des genes est similaire entre les rats 134""* et 11347 dans la
rate, le foie et le cerveau pour Argl, Hmox1, 1110, Tnfa, Ifng et I'll6. Cependant, dans la rate
le Tgfb est surexprimé chez les rats déficients et I'ldo semble diminué (p=0,0813). De plus,
dans le foie, Nos, un marqueur associé aux macrophages pro-inflammatoires est augmenté
chez les rats 11347, Enfin, dans le cerveau I'll6 semble diminuée chez les rats déficients
(p=0,0625). Ces résultats montrent qu’a I'homéostasie, la déficience en //134 impacte

légerement I'environnement.
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Figure 21 : La déficience en //134 impacte légérement I’environnement de la rate et du foie ainsi que les MNP
de l'iléon et du colon. (A) L’expression des génes a été analysée par gPCR sur ’ARNm issu de la rate, du foie et
du cerveau des rats /134" (n=5-10) et 134" (n=4-9). Les résultats ont été normalisés par rapport a I’HPRT et
exprimés selon le 2" + SEM. Test non paramétrique Mann Whitney U test, ** P<0,01. (B) Les proportions de
cellules dendritiques conventionnelles et des phagocytes mononuclées (MNP) ont été analysées dans I’iléon et
le colon de rats /134" et 11347 agés de plus de 6 mois en utilisant les marqueurs décrits dans la partie matériel
et méthodes. Les résultats sont représentés selon la moyenne = SEM.
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La majorité des macrophages résidents sont générés lors du développement
embryonnaire et peuvent étre remplacés aprés la naissance par les monocytes circulants
(Hume et al., 2019). L'IL-34 est impliquée dans le développement de la microglie et des
cellules de Langerhans lors du développement embryonnaire ainsi que dans leur
homéostasie (Greter et al., 2012; Wang et al., 2012a). Ainsi, nous avons étudié le réle de I'IL-
34 dans le développement des cellules mononuclées phagocytaires (MNP) et des cellules
dendritiques de la lamina propria de l'iléon et du colon (Figure 21B). De maniére
intéressante, dans le colon et I'iléon la proportion de MNP semblent diminuée chez les rats
1347 suggérant une implication de I'lL-34 dans leur génération et/ou homéostasie. La
proportion de cellules dendritiques est plus faiblement impactée avec une légére
augmentation chez les animaux déficients. Ces résultats sont a confirmer en augmentant le

nombre d’animaux.

Analyse de la fonction des Teff CD4" et Teff CD8" des rats /1347 vs 1347 dans un modéle
de wasting disease.

Nous avons précédemment mis en évidence qu’in vitro la prolifération des Teff
CD8'CD45RCME" des animaux 11347 est plus rapide. Dans I'objectif d’analyser les fonctions in
vivo des Teff CD4" et Teff CD8", nous avons utilisé le modéle de wasting disease afin
d’étudier leur potentiel d’induction de la maladie (Figure 22). De maniére intéressante, nous
observons une différence statistique entre Iinjection des Teff CD4" des rats 11347 qui
induisent la pathologie dans seulement 1 animal sur les 6 soit 16,7% des cas, et I'injection
des Teff CD4* des animaux /134" qui induisent la pathologie dans 91,7% des animaux (11/12
rats). Les Teff CD8" issus d’animaux 1134*"* et 11347 induisent la pathologie de facon similaire.
Bien que les Teff CD4" n’expriment pas I'lL-34, ces résultats suggérent que I'lL-34 joue un

role important dans leur éducation lors du développement.
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Figure 22: Les Teff CD4" des rats 1347 ne permettent pas d'induire la wasting disease. Les rats l/2r)/'/' agés de
6 semaines ont regu une injection en i.v de Teff TCRaB'CD4'CD4SRC™" (Teff CD4") ou de Teff TCRaB'CD4"
CD45RC™" (Teff CD8') des animaux /347 ou 11347". Test du log-rank, ** P<0,01.

Afin d’analyser I'impact de la déficience en /134 sur les Teff, nous avons réalisé une
analyse du transcriptome par DGE RNA-sequencing des Teff CD4'CD25 et Teff
CD8'CD45RC"E" des rats /134* vs 11347 (Figure 23). De maniére intéressante, 3 génes sont
statistiquement différentiellement exprimés et diminués par les Teff CD4" des rats 1347 :
Junb, Srsf5 et Zpf36. Les Teff CD8" des animaux déficients en //34 ne présentent aucune

différence statistique d’expression des génes.

|Name log2FoldChange pvalue padj DE
Junb i -0,824950364 | 6,94E-06 i0,02895332i DOWN
6% w2 /134 CD8 Teff " i ' PO i :
T’ VS| Srsfs | 0698166129 | 1,13E-08 10,00014124 DOWN
i Zfp36 i  -1,10355464 i 2,99E-08 i0,00018727; DOWN
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Figure 23 : Les Teff CD4" des animaux 134" présentent une diminution de I’expression des
genes Junb, Srsf5 et Zpf36. Une analyse 3' DGE-RNA sequencing a été réalisée sur les Teff
TCRaB'CD4'CD25™ (Teff CD4") et les Teff TCRaB'CD4 CD45RC™E" (Teff CD8) triées de rats
134" (n=6) et 1347 rats (n=4-6). Le tableau récapitule les 3 génes différentiellement
exprimés entre les Teff CD4* /134" et 11347
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DISCUSSION ET CONCLUSION

La déficience en /134 chez les rats et souris n’induit pas de phénotype sévere. Dans
ces modeles les populations myéloides ne sont pas fortement impactées (Wang et al.,
2012a). Ces résultats peuvent s’expliquer par la compensation de CSF-1 dans les fonctions
que ces deux cytokines partagent. Nous avons montré que I'expression de genes pro- et
anti-inflammatoire dans la rate, le foie et le cerveau est trés similaire entre les animaux
1134** et 11347 démontrant le faible impact de la déficience sur le statut immun des animaux.
Il serait intéressant d’analyser I'expression de Csfl dans ces organes afin d’établir la
contribution majoritaire de I'une de ces deux cytokines. En effet, le Tfgb est surexprimé chez
les animaux déficients, et cette cytokine permet d’induire I'expression de CSF-1 (Rosenfeld,
1994) générant une boucle de rétroaction positive. La surexpression de Nos dans le foie, un
marqueur des macrophages de type 1 (pro-inflammatoires) suggere un léger déséquilibre
vers un environnement pro-inflammatoire. Il serait ainsi intéressant d’étudier le phénotype
des cellules de Kupffer. Dans cet objectif, nous avons étudié les MNP de la lamina propria de
I'iléon et du colon et démontré une légere diminution de ces cellules chez les rats 1347
suggérant I'implication de I'IL-34 dans leur génération, comme il est décrit pour la microglie
et les cellules de Langerhans (Greter et al., 2012; Wang et al., 2012a). Ces résultats sont a
confirmer en augmentant le nombre d’animaux afin de réaliser des analyses statistiques
fiables.

L’IL-34 est impliquée dans le développement des lymphocytes T effecteurs bien que
ces cellules n’expriment ni cette cytokine ni ses récepteurs. Ainsi en utilisant le modele de
« wasting disease » nous avons montré que les Teff CD4'CDA5SRC™" des rats 11347
n’induisent pas la pathologie a I'inverse des cellules issues d’animaux 1134*"*, Ces résultats
suggerent un impact de la déficience lors de leur développement et/ou une modification
intrinseque de ces cellules. Afin d’élucider cet effet, il serait intéressant d’analyser leur

*/* dans le but de déterminer si ce

répertoire TCR et de les comparer aux cellules //34
changement survient lors de la sélection thymique. En effet, ces cellules pourraient avoir
une répertoire TCR différent les empéchant d’étre activées chez les rats receveurs Ier;i/' et
donc d’induire la « wasting disease ». L'incapacité de ces cellules a induire la pathologie peut
aussi étre due a un défaut de migration ou bien que ces cellules ne survivent pas au

transfert, pour cela analyser leur transcriptome a I’état d’activation pourrait nous permettre

d’améliorer la compréhension et de déterminer des pistes de recherche.
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L’analyse transcriptomique des Teff CD4*CD25" et Teff CD8'CD45RC™E" 4 I'état basal
entre les rats 11347 et 1134* a révélé seulement des différences pour les Teff CD4* avec 3
genes (Junb, Srsf5 et Zfp36) diminués chez les rats déficients. Junb est fortement induit apres
une stimulation du TCR et est impliqué dans la différenciation des lymphocytes T CD4" en
Th2 et Th1l7 alors que sa délétion promeut la génération de Thl et d’iTregs (Carr et al.,
2017). Zfp36 est aussi induit apres la stimulation du TCR et joue un role négatif sur
I'activation et les fonctions effectrices des lymphocytes T en inhibant I'expression de TNFa,
d’IFNy, d’IL-2, d’IL-17 et de Bcl2 (Moore et al., 2018). Srsf5 est un régulateur de I'épissage
alternatif participant a la progression tumorale via 'augmentation de I'expression de VEGF
(Liu and Cheng, 2013) mais aucune étude ne mentionne son implication dans la biologie des
lymphocytes T. Le croisement des données transcriptomiques obtenues a partir des
monocytes/macrophages des rats 11347 avec I'analyse des lymphocytes T pourrait permettre
de mieux comprendre le role de I'lL-34 dans la génération et la différenciation des
lymphocytes T. Ces résultats suggerent que I'lL-34 ne joue pas un roéle crucial a
I’'hnoméostasie et n’impacte pas la santé de I’animal. Par ailleurs, chez ’'Homme aucune

déficience génétique de I'/L34 n’a été décrite jusqu’a maintenant.
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Partie Il - Etude du potentiel de I'IL-34 comme marqueur prédictif en transplantation.

En transplantation, le développement des traitements immunosuppresseurs a permis
de considérablement améliorer la survie a long terme du transplant ainsi que la qualité de
vie des patients. Cependant ils ne permettent pas d’inhiber le rejet chronique et comportent
de nombreux effets secondaires augmentant la susceptibilité de développer des cancers et
des infections (Nankivell et al., 2003). La recherche de marqueur(s) de prédiction post-
transplantation de rejet ou de survie du greffon permettant de suivre I’évolution du statut
immun des patients et ainsi adapter les traitements immunosuppresseurs représente un des
enjeux en transplantation (Salvadori and Tsalouchos, 2017).

Différentes études ont mis en évidence que I'expression de I'IL-34 était augmentée et
corrélait avec le développement de maladies inflammatoires mais aussi dans les cancers
(Guillonneau et al., 2017a; Baghdadi et al., 2018b). En transplantation rénale Baek et al. ont
indiqué que le taux sérique d’IL-34 était plus élevé chez les patients présentant un rejet par
rapport aux patients stables et volontaires sains. De plus, dans cette étude, I'lL-34 participe
au développement des lésions rénales via la destruction des cellules épithéliales tubulaires
(Baek et al., 2015). Cependant notre équipe a récemment montré que I'lL-34 était exprimée
par les Tregs CD4'FoxP3" et Tregs CD8'FoxP3" humaines et de rat (Bézie et al., 2015a;
Guillonneau et al.,, 2007a), et permettait d’induire la tolérance dans un modele
d’allotransplantation cardiaque en association a une dose sous-optimale de rapamycine et
d’inhiber le rejet aigu de foie chez le rat via la génération de macrophages de type 2 et de
Tregs (Bézie et al., 2015a). Une autre équipe a aussi décrit cet effet tolérogéne dans un
modele de transplantation hépatique (Zhao et al., 2018a). Chez I'Homme, I'expression de
I'lL-34 par les Tregs CD8'CD45RC" est impliquée et correle avec leurs fonctions
suppressives (Bézie et al., 2018a). Chez la souris humanisée, nous avons mis en évidence que
I’'administration d’IL-34 en association a une dose sous-optimale de rapamycine permet de
retarder le développement de la GVHD et du rejet d’allogreffe de peau, démontrant un réle
régulateur de I'lL-34.

Afin d’éclaircir I'implication pro- ou anti-inflammatoire de I'lL-34 en transplantation
nous avons étudié son potentiel comme marqueur prédictif de rejet du transplant. Pour cela,

nous avons étudié la corrélation entre le taux sérique d’IL-34 et le rejet du greffon dans une
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cohorte de patients transplantés rénaux. Puis dans une cohorte de patients greffés avec du
sang placentaire développant ou non une GVHD, nous avons analysé |'expression d’IL-34 par

les Tregs CD4" et Tregs CD8" a 3 mois post-greffe.

MATERIEL ET METHODES

Cohorte DIVAT des patients transplantés rénaux. Les 306 échantillons de sérum des
patients transplantés rénaux ou rein-pancréas proviennent de la biocollection DIVAT
(www.divat.fr) et sont stockés au centre de ressources biologiques du centre hospitalier
universitaire de Nantes. Les donneurs ont été informés de |'utilisation de leur sérum et ont
signé un consentement. Les prélevements ont été réalisés entre 2004 et 2012, les
caractéristiques cliniques sont indiquées dans le tableau VIII pour la quantification de I'lL-34
dans le tableau IX pour la quantification du CSF-1.

Cohorte de patients greffés avec des cellules CD34" de sang placentaire. Les 32 ampoules
de PBMC proviennent du protocole AP-HP MINICORD fourni par le Dr. Sébastien MAURY
(Hopitaux Universitaires Henri-Mondor, Paris) dont les caractéristiques cliniques ont été
décrites précédemment (Rio et al., 2015). Les patients ayant une leucémie aigué myéloide
ont été prélevés 3 mois apres leur greffe de sang placentaire.

Volontaires sains. Le sang de 30 volontaires sains a été obtenu auprés de I’établissement
francais du sang (Nantes, France). Des consentements écrits ont été fournis conformément
aux directives de I'établissement. Le sérum a été isolé par centrifugation a 1200 g pendant

15 min puis directement congelé a -80°C.

IL-34 Patients ayant rejeté| Patients stables
HV Pré-Tx  Post-Tx | Pré-Tx Post-Tx
n 30 71 42 102 91

Age (a)[43,1+15,8| 46,3+13,7 52+14,3 |48,6%+13,251,5+13,4
% de femmes| 30% 46,7% 26,8% | 35,2% 19,8%

CNI 100 %(42/42) 100% (91/91)

Tacrolimus 97,6% (41/42) 97,8% (89/91)

Tableau VIII: Résumé des caractéristiques démographiques et cliniques des patients transplantés rénaux
pour la quantification de I'lL-34. HV : healthy volunteer (volontaire sains) ; CNI : calcineurin inhibitors.
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CSF-1 Patients ayant rejeté| Patients stables

HV Pré-Tx Post-Tx | Pré-Tx : Post-Tx
n 17 15 14 14 15
Age (a)|40,7£16,9|46,3+12,9:47,8+11,9142+11,5:42,6+13,1

% de femmes| 29,4% 60,0% 42,9% | 28,6% i 33,3%

Tableau IX: Résumé des caractéristiques démographiques et cliniques des patients transplantés rénaux pour
la quantification de CSF-1. HV : healthy volunteer (volontaire sains) ; CNI : calcineurin inhibitors.

ELISA

Les taux sériques d’IL-34 et de CSF-1 ont été quantifiés grace aux kits « Human IL-34 DuoSet
ELISA » et « Human M-CSF Quantikine ELISA Kit » (R&D Systems), conformément aux
instructions du fournisseur. Le sérum a été dilué au % et chacune des mesures réalisées en
duplicata.

Tests statistiques

Un test Mann Whitney U a été utilisé pour comparer I’expression d’IL-34 et de CSF-1 sérique
entre les différents groupes de patients.

Les patients greffés avec du sang placentaire ont été divisés en 2 groupes selon la médiane
d’expression de I'lL-34 parmi les Tregs CD8*CD45RC®", Un test log-rank (Mantel Cox) a été
utilisé pour analyser la survie des patients greffés avec du sang placentaire en fonction de la

proportion de cellules IL-34".

RESULTATS
La faible détection de I'IL-34 sérique ne permet pas de discriminer les patients ayant
présenté un rejet et les patients stables rénaux, a I'inverse du CSF-1 sérique.

Afin de déterminer I'implication de I'IL-34 en transplantation rénale, nous avons
guantifié les taux sériques d’IL-34 chez des volontaires sains ainsi que dans une cohorte de
patients transplantés rénaux avant (pré-Tx) et aprés transplantation (Post-Tx) pour lesquels
le devenir du patient est connu (patients stables dans les 12 mois post-Tx et patients ayant
présenté un rejet dans les 12 mois post-Tx). Le prélévement a été réalisé a 3 mois, 6 mois ou
12 mois. Les caractéristiques démographiques et cliniques des patients sont indiquées dans
le tableau VIII. Tout d’abord, la détection de I'lL-34 dans le sérum est trés faible puisque
seulement 4 des 30 volontaires sains sont positifs (13,3%) avec une concentration moyenne

de 85,8 pg/mL. De maniére similaire dans la cohorte de patients, seulement 19,7% (14/71) et
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23,8% (10/42) des échantillons avant et aprés transplantation respectivement sont positifs
chez les patients ayant rejeté dans les 12 mois. 10,8% (11/102) et 9,8% (9/91) des
échantillons avant et aprés transplantation respectivement, présentent un taux d’IL-34
détectable chez les patients stables. Avant transplantation, les taux d’IL-34 (76 pg/mL et 391,
4 pg/mL pour les patients ayant rejeté et stables respectivement) ne sont pas différents des
volontaires sains. Dans les 12 mois suivant la transplantation, le taux sérique d’IL-34 est
significativement diminué chez les patients stables (14,3 pg/mL) par rapport aux patients
ayant fait un rejet (70,8 pg/mL). Cependant, ces taux ne sont pas significativement différents

de ceux des volontaires sains (Figure 24A).
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Figure 24: Le taux sérique de CSF-1, a I'inverse de I'IL-34 permet de discriminer les patients ayait présenté un
rejet des patients stables. (A) L’IL-34 et et (B) le CSF-1 sérique ont été quantifiés par ELISA dans le sérum de
volontaires sains (HV ; IL-34, n=30; CSF-1, n=17) et dans le sérum des patients transplantés rénaux : avant
transplantation chez les patients qui vont rejeter dans les 12 mois (Pré-Tx ; IL-34, n=71 ; CSF-1, n=15) et chez les
patients stables dans les 12 mois (Pré-Tx; IL-34, n=102; CSF-1, n=15) ainsi que dans les 12 mois aprées
transplantation chez les patients ayant rejeté (Post-Tx ; IL-34, n=42 ; CSF-1, n=15) et chez les patients stables
dans les 12 mois (Post-Tx ; IL-34, n=91 ; CSF-1, n=15). Les mesures ont été réalisées en duplicata et chaque
point représente un individu. Test Mann Whitney U, * P<0,05 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001 ; **** pP<0,0001.

L’IL-34 et le CSF-1 se lient au méme récepteur CSF-1R et ces cytokines partagent des
fonctions communes dans la survie, la prolifération et la différenciation des
monocytes/macrophages (Lin et al., 2008). Nous avons donc quantifié le taux sérique de
CSF-1 dans la méme cohorte (Tableau IX). A I'inverse de I'lL-34, le CSF-1 est détectable dans
la majorité des échantillons. En effet 64% (11/17) des volontaires sains présentent un taux
détectable de CSF-1, et entre 73% et 100% des échantillons de la cohorte sont positifs. Avant

transplantation, quel que soit le devenir du transplant, le taux sérique de CSF-1 est
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nettement plus important que celui des HV (2015,5 pg/mL et 2033,85 pg/mL pour les
patients ayant rejeté dans les 12 mois et stables respectivement, vs 212,8 pg/mL pour les
HV). De plus, aprés transplantation le taux de CSF-1 chute, cependant les patients ayant
rejeté ont toujours un taux moyen significativement plus important que les HV (689,4 pg/mL
vs 212,8 pg/mL) alors que les patients stables présentent un taux similaire aux HV (339,8
pg/mL vs 212,8 pg/mL) (Figure 24B).

L’absence de détection de I'IL-34 dans la majorité des échantillons ne permet pas de
corréler les taux d’IL-34 et de CSF-1 et le rejet. Ces résultats démontrent que I'IL-34 sérique
ne peut pas étre utilisé comme marqueur de prédiction pour discriminer les patients ayant

présenté un rejet et les patients stables pendant les 12 mois post-transplantation.

Dans une cohorte de patients greffés avec du cellules CD34" de sang placentaire, les
patients présentant une forte expression d’IL-34 parmi les Tregs CD8*CD45RC"/ ont
moins de risque d’incidence de GVHD.

Dans une cohorte de patients greffés avec des cellules CD34" du sang placentaire,
nous avons étudié la corrélation entre I'expression de I'lL-34 a 3 mois parmi les Tregs
CD8'CD45RC®™", les Tregs CD8'CD45RC°""FoxP3*, les Tregs CD4'CD45RC®" et les Tregs
CD4'CD45RC" FoxP3* et le développement de la GVHD aigue et/ou chronique. Les
résultats préliminaires montrent que la proportion des Tregs CD4" ou Tregs CD8" est
similaire entre les 2 groupes. De plus, en comparant les patients ne développant pas de
GVHD a ceux en développant une, I'expression de I'lL-34 par les Tregs CD8'CD45RC™" est
légérement réduite chez les patients développant une GVHD. Cette tendance est retrouvée

low/-

dans la sous-population de Tregs CD8"CD45RC exprimant FoxP3 suggérant I'expression
de I'lL-34 comme marqueur de bon pronostic. L’expression de I'lL-34 dans les Tregs CD4" est
similaire dans les deux groupes (Figure 25A).

De plus, en collaboration avec le Dr. Sébastien Maury, nous avons analysé l'incidence
de la GVHD (aigue et/ou chronique) en fonction de la proportion de Tregs CD8*CD45RCY/
exprimant I'lL-34. Cette analyse révele que les patients ayant une expression d’IL-34 de plus
de 5,6% ont une incidence significativement diminuée de GVHD. Les analyses d’incidence de
GVHD en fonction d’une faible ou forte expression d’IL-34 dans les autres populations de
Tregs CD8'CD45RC/ FoxP3*, de Tregs CD4*CD45RC°" et de Tregs CD4"CD45RC"/ FoxP3"

sont similaires. Par ailleurs, les patients présentant une expression inférieure a 5,6% d’IL-34
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parmi les Tregs CD8*CD45RCY développent tous une GVHD, alors que 56,25% des patients

ayant une expression supérieure a 5,6% d’IL-34 n’en développe pas (Figure 25B).
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Figure 25: A 3 mois, une plus forte expression d'IL-34 parmi les Tregs CD8'CD45RC" semble &tre un facteur

de bon pronostic dans une cohorte de patients greffés avec du sang placentaire. (A) Les proportions
d’expression de FoxP3 et d’IL-34 parmi les Tregs CD4*CD45RC et Tregs CD8*CD45SRC™ ont été analysées
apres une stimulation de 7h avec de la PMA, ionomycine et brefeldine A a partir d’un prélévement a 3 mois de
patients greffés avec du sang placentaire. Les résultats sont représentés selon la moyenne + SEM. (B)
L’incidence cumulative de GVHD est représentée en fonction de la proportion d’expression de I'IL-34 parmi les
Tregs CD8'CD45RC™™". Les patients ont été divisés selon la médiane d’expression d’IL-34 (<5,6% et >5,6%). Test
du Log-rank (Mantel Cox), * P<0,05.

Ces résultats montrent que I'expression de I'lL-34 par les Tregs CD8*CD45RCY/
semble pouvoir étre utilisée comme marqueur de bon pronostic dans la survie sans
incidence de GVHD. Cependant, ces résultats sont a confirmer en augmentant le nombre de

patients ainsi qu’en approfondissant les analyses statistiques.

DISCUSSION ET CONCLUSION

L’IL-34 a été étudiée dans différentes pathologies inflammatoires dans lesquelles son
expression est corrélée a différents critéeres cliniques comme, entres autres, le score de la
maladie, l'infiltrat et la CRP (Chemel et al., 2012b; Chang et al., 2015; Chemel et al., 2017;
Wang et al., 2017b; Wada et al., 2019), les auteurs suggérant un réle pro-inflammatoire. De
plus, Baek et al. ont mis en évidence que les patients transplantés rénaux présentent un taux
sérique d’IL-34 nettement plus élevé lors d’un rejet par rapport a des patients stables et des

volontaires sains (Baek et al., 2015). Cependant, les résultats de notre équipe démontrent un
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role régulateur de I'lL-34 via son expression par les Tregs CD4 FoxP3" et Tregs CD8"FoxP3".
En effet, I'lL-34 permet la génération de macrophages pro-régulateurs capables d’induire Ia
prolifération et d’améliorer les fonctions suppressives des Tregs. Ainsi, Iutilisation de I'lL-34
dans des modeles d’allotransplantation cardiaque et hépatique chez le rat permettent
d’induire la tolérance et I'inhibition du rejet aigue respectivement (Bézie et al., 2015a; Zhao
et al., 2018a). Les résultats de I'étude de la corrélation entre le taux sérique d’IL-34 et la
survenue du rejet dans une cohorte de patients transplantés démontrent I'lL-34 ne peut étre
utilisée comme marqueur de prédiction du rejet dans notre cohorte de patients transplantés
rénaux. En effet, la détection, y compris chez les volontaires sains, est trés majoritairement
inférieure au seuil de sensibilité de I’'ELISA puisqu’en moyenne seulement 15% des
échantillons sont positifs. Par ailleurs, dans notre cohorte comprenant 306 échantillons, les
écarts-types entre les échantillons positifs sont généralement trés importants pouvant
suggérer une forte variabilité interindividuelle. Ceci peut expliquer nos résultats
contradictoires avec I'équipe de Baek et al., en effet leur cohorte n’est composée que de 17
patients en rejet et 17 patients stables contre 42 patients ayant présenté un rejet et 92
patients stables pour notre cohorte. Nous avons aussi comparé le taux d’IL-34 sérique selon
les différents temps de prélévement post-transplantation (3 mois, 6 mois et 12 mois) entre
les patients ayant présenté un rejet ou non, ainsi que les prélevements au moment du rejet
et les patients stables. Dans tous les cas, I'IL-34 sérique est majoritairement indétectable et
de facon similaire dans les prélevements d’urine de la méme cohorte. La faible détection de
I'lL-34 par la technique ELISA a été confirmée par |'utilisation de plusieurs kits provenant de
fournisseurs différents.

L'IL-34 et le CSF-1 partagent certaines fonctions a travers la signalisation via le
récepteur CSF-1R (Lin et al.,, 2008). La quantification du CSF-1 sérique dans certains
échantillons de la méme cohorte a révélé qu’a l'inverse de I'lL-34, le CSF-1 était détectable
dans la majorité des échantillons et est plus élevé aprés transplantation chez les patients
présentant un rejet dans les 12 mois. En effet, avant transplantation, les patients ont un taux
de CSF-1 plus élevé que les volontaires sains et ce taux diminue dans les 12 mois aprés
transplantation. Cette diminution s’expligue par la prise des traitements
immunosuppresseurs post-transplantation inhibant le systéme immunitaire et diminuant
ainsi I'expression de cytokines. Il serait intéressant de quantifier le CSF-1 dans une cohorte

de patients transplantés dits tolérants, c’est-a-dire des patients ne présentant aucun signe
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de rejet en l'absence de prise de traitements immunosuppresseurs. Cette analyse
permettrait d’étudier la cinétique d’expression du CSF-1 post-transplantation, ainsi que sa
corrélation avec la survenue du rejet des patients pour comparer ces résultats avec les
patients sous traitements. De plus, les patients ayant fait un rejet conservent un taux plus
important de CSF-1 par rapport aux patients stables et aux volontaires sains suggérant une
implication du CSF-1. Ces résultats sont en accord avec I'équipe de Le Meur et al. qui a
identifié le CSF-1 sérique comme un marqueur de rejet dans la transplantation rénale (Le
Meur et al., 2004). Les différences de niveaux d’expression entre I'IL-34 et le CSF-1 sérique
peuvent s’expliquer par la sécrétion plus systémique de CSF-1. En effet, a I’état basal, cette
cytokine est exprimée de maniére quasi constitutive par les fibroblastes, les cellules
endothéliales, les cellules stromales, les macrophages, les cellules du muscle lisse et les
ostéoblastes suggérant une fonction plus systémique dans I’homéostasie (Hamilton, 2008). A
I'inverse, I'lL-34 est exprimée de maniere plus restreinte et locale a |'état basal,
principalement par les kératinocytes et les neurones et permet de maintenir leur
homéostasie indépendamment du CSF-1 (Wang et al., 2012a). La détection de I'lL-34 dans le
sérum ne semble pas étre une bonne stratégie.

Ainsi, nous avons analysé |’expression de I'IL-34 dans les Tregs CD4" et Tregs CD8" par
FACS dans une cohorte de patients souffrant de leucémie aigué myéloide greffés avec du
sang placentaire développant une GVHD ou non. A 3 mois, nous avons mis en évidence que
les patients développant une GVHD ont une proportion de cellules IL-34" parmi les Tregs
CD8'CD45RC" légerement diminuée. De maniére intéressante, les patients présentant une
plus forte proportion de cellules IL-34" ont moins de risque de développer une GVHD
suggérant le potentiel de I'lL-34 comme marqueur de bon pronostic. Cependant, ces
résultats sont a confirmer en approfondissant I'analyse statistique en collaboration avec le
Dr. Sébastien Maury, en prenant en compte le grade, le forme aigue ou chronique de la
GVHD. Il serait aussi intéressant d’étudier la co-expression de I'lL-34 avec I'IL-10 et I'IFNy et
I'incidence de GVHD. En effet, notre équipe a récemment mis en évidence que la co-

low/- hermet d’identifier une sous-

expression de ces cytokines par les Tregs CD8'CD45RC
population au plus fort potentiel suppresseur (Bézie et al., 2018a). Bien que |’analyse de I’IL-
34 sérique soit variable et faiblement détectable, nous pourrions envisager d’étudier la
corrélation de I'expression de I'lL-34 par les Tregs et le taux sérique dans une cohorte de

patients greffés avec des cellules CD34" de sang placentaire.
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Ces résultats pourraient permettre d’utiliser I'expression de I'lL-34 par les Tregs
comme marqueur de bon pronostic chez les patients greffés avec du sang placentaire en

clinique ainsi que dans d’autres types de transplantation.
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Discussion et perspectives

La découverte de I'lL-34 comme ligand alternatif du récepteur CSF-1R a permis
d’élucider le phénotype plus sévere des animaux déficients en Csflr comparé aux modele
Csfl'/'. En effet, bien que partageant des fonctions communes dans la survie, la prolifération
et la différenciation des monocytes en macrophages (Lin et al., 2008), des études ont
démontré la non redondance de I'lL-34 et du CSF-1. Tout d’abord, la comparaison des
animaux déficients en Csflr, Csf1 ou II134 ont mis en évidence que I’absence d’IL-34 génére
un phénotype moins sévere. Grace a la génération d’un modele de rat déficient en //34 par la
technologie CRISPR/Cas9, j'ai mis en évidence que |'espérance de vie, la croissance, la
fertilité et la densité osseuse sont normales confortant les résultats retrouvés chez les souris
déficientes 113412 |’absence de phénotype ostéopétrotique chez les animaux déficients
en /134 s’explique par I'expression chevauchante avec le Csf1 capable d’induire la formation
d’ostéoclastes (Tanaka et al., 1993; Wang et al.,, 2012a). Cependant, I'’expression d’un
transgéne codant pour I'//34 chez la souris Csf1-déficiente op/op permet de restaurer les
défauts du squelette, de macrophages et de fertilité de ces souris démontrant que I'lL-34 est
aussi impliquée dans la formation des ostéoclastes (Wei et al., 2010a). Cette capacité a été
confirmée par Baud’huin et al., en effet I'lL-34 en association a RANKL permet de générer
des ostéoclastes de facon indépendante de CSF-1 (Baud’huin et al.,, 2010). De plus, les
animaux déficients en Csflr présentent un phénotype ostéopétrotique plus sévére que les
animaux Csfl'/', suggérant I'implication de I'lL-34. Ainsi, une double déficience 1/134/Csf1
pourrait permettre de générer le phénotype des animaux Csflr'/'.

Lors de I'embryogénése, I'lL-34 est exprimée en amont de CSF-1 et |'expression
spatiale est différente. Ainsi, les équipes de Wang et al. et de Greter et al. ont confirmé que
I'lL-34 était nécessaire au développement et a la maintenance de la microglie et des cellules
de Langerhans (Greter et al., 2012; Wang et al., 2012a, 2015b). Ces résultats ont permis de
comprendre la déficience plus sévere de ces populations chez les animaux déficients en
Csfir (Dai et al., 2002; Li et al.,, 2006; Pridans et al., 2018). De maniére similaire, j'ai
démontré que la microglie était fortement diminuée dans I’hippocampe des rats 11347 3 la

*/* En effet, Kana et al.

différence du cervelet ou cette population est similaire aux rats //134
ont mis en évidence que le messager de I'lI134 était plus fortement exprimé dans le

prosencéphale et absent du cervelet, alors que le Csfl est fortement exprimé dans le
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cervelet (Kana et al., 2019a). La microglie joue un réle dans les réponses immunes du SNC et
contribue aussi a ’'homéostasie neuronale (Li and Barres, 2018). Nous avons montré qu’une
déficience en microglie dans le prosencéphale ne semble pas induire de déficits moteur et
d’anxiété majeures (Collaboration C.Huchet et D.Caudal), ces résultats sont a confirmer. A
I'inverse, une déficience en microglie dans le cervelet induit une forte diminution de
I'apprentissage moteur et des interactions sociales. En effet, le cervelet est une zone
spécialisée dans les fonctions et coordinations motrices (Manto et al., 2012). Or, le messager
de I'l/34 n’est pas exprimé dans le cervelet contrairement au Csf1 qui est nécessaire au
développement de la microglie dans cette zone (Kana et al., 2019a). Ces informations
suggerent qu’une déficience en microglie dans le prosencéphale n’impacte pas les fonctions
motrices, mais de par une déficience dans |'hippocampe, les fonctions de mémoire
pourraient étre diminuées.

L'utilisation des souris et rats déficients en /34 permettent d’approfondir les
connaissances quant a la contribution de la microglie dans les pathologies du SNC telles que
la maladie d’Alzheimer, la sclérose en plaque (grace au modeéle d’encéphalomyélite auto-
immune expérimentale (EAE)) ou encore dans I'uvéite et permettent aussi d’étudier le réle
de I'lL-34. L’équipe de Wang et al. a mis en évidence que la microglie joue un roéle
prépondérant dans la réponse anti-virale en limitant la neurotoxicité (Wang et al., 2012a).
Cependant, comme décrit dans I'introduction, I'implication pro- ou anti-inflammatoire de la
microglie dans les maladies neurologiques est encore controversée (Li and Barres, 2018).
Dans la maladie d’Alzheimer, I'lL-34 joue un réle bénéfique via I'induction d’IDE, d’"HO-1 de
TGFB1 par la microglie générant une action neuroprotectrice (Mizuno et al., 2011a; Ma et
al., 2012a). Ainsi, étudier I'impact d’une déficience en IL-34 ou d’une thérapie par injection
de la protéine permettrait de confirmer son réle et d’établir une nouvelle stratégie
thérapeutique. D’autant plus que les patients atteints de cette pathologie présentent une
plus faible expression de I'lL-34 (Walker et al., 2017). Par ailleurs, nous avons étudié la
conséquence d’une déficience en IL-34 dans le développement de I'EAE chez la souris
113419412 Bian que ces résultats soient a confirmer, les résultats préliminaires indiquent
que I'IL-34 joue un role protecteur. En effet son absence induit un développement de la
pathologie plus précoce et associé a une perte de poids plus importante. Par ailleurs, nous
allons étudier les effets d’une thérapie par l'injection d’un adénovirus codant pour I'lL-34

dans le développement de I'EAE afin d’établir le potentiel thérapeutique. Il serait intéressant

133



d’étudier I'impact sur les Iésions neuronales ainsi que l'infiltrat leucocytaire de ces Iésions
afin d’élucider le réle de I'lL-34 dans la neuroprotection et/ou sur l'infiltration de cellules
régulatrices. En effet, notre équipe a mis en évidence que I'lL-34 permettait de générer des
macrophages pro-régulateurs capables d’induire la prolifération des Tregs CD4'FoxP3" et
Tregs CD8'FoxP3" et d’améliorer leurs fonctions suppressives (Bézie et al., 2015d). La
microglie induite par I'IL-34 pourrait alors entrainer I"'accumulation de cellules régulatrices
inhibant les lymphocytes T effecteurs neurotoxiques. Analyser les cellules présentent dans le
liguide céphalo-rachidien permettraient d’éclaircir les mécanismes sous-jacents. Ainsi, il
serait possible d’imaginer une thérapie par injection d’IL-34 chez les patients souffrant de
maladies neurodégénératives afin de limiter la destruction neuronale. Enfin, une récente
étude a démontré la nécessité de I'IL-34 dans le développement de la microglie située dans
la couche plexiforme interne (O’Koren et al., 2019) soulevant la question du réle de I'IL-
34/microglie dans le développement de l'uvéite. Une étude non publiée présentée au
congres FOCIS de 2019 d’une équipe américaine de I'Eye Institute du NIH a montré un effet
protecteur de I'lL-34 dans un modeéle d’uvéite auto-immune via sa capacité a générer la
microglie (Interleukin-34 Provides Neuroprotection in a Mouse Model of Experimental
Autoimmune Uveitis, Mattapallil et al.). Dans I'objectif d’étudier le réle de I'lL-34 dans cette
pathologie, nous allons collaborer avec une équipe spécialisée dans des modeéles d’uvéite
chez le rat afin d’y étudier I'implication de I'lL-34. Une autre collaboration sera initiée sur le
role de I'IlL-34 dans un modeéle de sclérose latérale amyotrophique chez des rats

©934) (Trias et al.,

transgéniques pour une forme mutée de la superoxide dismutase (SOD1
2019).

Le role de I'lL-34 dans le développement et la maintenance des cellules de
Langerhans a été mis en évidence dans deux études grace aux souris déficientes en //34
(Greter et al.,, 2012; Wang et al., 2012a). Je n’ai pas encore pu démontrer |'absence de
cellules de Langerhans chez nos rats 11347 en utilisant le marqueur CD207 (langérine).
Cependant, le modeéle de rats déficients en Csflr présente une absence de cellules de
Langerhans, identifiées comme CMH-II" suggérant que I'lL-34 joue le méme role chez le rat
dans la génération de ces cellules (Pridans et al., 2018). Je vais ainsi analyser I’expression des
cellules CMH-II" situées dans I’épiderme des rats 11347, Le réle des cellules de Langerhans

dans le psoriasis est encore controversé, en effet Greter et al. ont utilisé les souris

déficientes en 1134 pour démontrer qu’elles n‘impactent pas sur la réponse immune dans
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cette pathologie (Greter et al., 2012). Cependant, une étude plus récente met en évidence
gue les cellules de Langerhans sont primordiales dans I’établissement de la réponse immune
(Xiao et al., 2017). Afin d’étudier le role de I'lL-34 dans le psoriasis nous avons étudié la
réponse par I'Imiquimod (un agoniste du TLR7 induisant une pathologie similaire au
psoriasis) chez les rats 1134*"* et 11347". De maniére intéressante, I’épaisseur des oreilles des
rats /134”7 semble diminuée par rapport aux rats /134" suggérant une inflammation moins
importante (Figure 26A). Dans ce sens, 'infiltration de cellules dans les nceuds lymphatiques
drainants (situés au niveau du cou) est moins importante chez les rats déficients (Figure

26B).
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Figure 26: Les rats 11347 semblent présenter une inflammation et une infiltration diminuée en réponse a
I'lmiquimod par rapport aux rats 134", Chaque rat 134" (n=3) et 11347 (n=3) a été son propre controle, et
seulement une des deux oreilles a été traitée avec I'lmiquimod (Créme Aldara 5%) du jour 0 a jour 5. (A)
Mesure de I'épaisseur de I'oreille par rapport au jour 0 du jour 0 au jour 5 reflétant I'inflammation. (B) Nombre
de cellules dans les ganglions drainants situés au niveau du cou (histogramme de gauche) ou non drainants,
noeuds lymphatiques axillaires (histogramme de droite) au sacrifice a jour 6.

Ces résultats sont a confirmer avec un nombre plus important d’animaux et a
approfondir mais suggerent que I'IL-34 est importante dans le maintien des cellules de
Langerhans qui en retour semblent impliquée dans la réponse induite par I'lmiquimod. Cette
hypothése est confortée par I’étude chez 'Homme, en effet les patients atteints du psoriasis
arthritique présentent un taux sérique d’IL-34 plus élevé. Bien que dans cette cohorte ce
taux d’IL-34 correle avec différentes caractéristiques cliniques, dont le nombre de
précurseurs d’ostéoclastes circulants (Li et al., 2017) suggérant un réle délétére de I'lL-34
dans I'ostéoclastogénese, il est aussi possible que I'lL-34 soit impliquée dans I'accumulation
des cellules de Langerhans favorisant une réponse inflammatoire.

L'analyse de différents parametres biochimiques a révélé que les rats 1347

présentaient des ALAT ainsi qu’un ratio ALAT/LDH plus élevés que chez les rats 134"
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suggérant une souffrance hépatique (Cassidy and Reynolds, 1994; Kotoh et al., 2008). De
plus, les rats 1347 présentent des perturbations dans les taux de cytokines qui suggerent
une dérégulation vers un phénotype pro-inflammatoire, cependant les animaux ne
présentent pas de symptomes auto-immuns puisque les organes ne présentent ni infiltrats ni
|ésions. Ces caractéristiques ne sont donc pas suffisantes pour déclencher une réponse auto-
immune spontanée. Ceci peut s’expliquer par la compensation du CSF-1, en effet les rats
1347 présentent un taux sériqgue nettement augmenté pouvant alors remplacer les
fonctions de I'lL-34 dans les organes ou leurs expressions se chevauchent. Ce mécanisme de
compensation peut « effacer » les roles de I'lL-34, il pourrait étre envisagé de réaliser une
étude de comparaison des modeles déficients en /134, Csfl et Csfir afin d’identifier de
nouveaux roles de I'lL-34 indépendants de CSF-1. Dans cet objectif nous pourrions utiliser un
anticorps bloquant anti-CSF-1 dans le modele de rats 11347 ou bien générer un modele
inductible Csfl'/' dans la souche 11347 pour analyser I'impact sur le phénotype et corréler
avec les symptémes des rats Csflr'/'.

L'augmentation de CSF-1 implique une boucle de rétroaction entre I’'IL-34 et le CSF-1.

+/+

Dans cet objectif, j'ai montré qu’une culture de monocytes de rat //34”" pendant 3 jours

avec du CSF-1 recombinant de rat permet d’augmenter |'expression de Csf1 mais pas celle de

I'1134 (indétectable) (Figure 27).
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Figure 27: L'ajout de CSF-1 recombinant permet d'induire I'expression de CSF-1 par les monocytes de rat
134", Les monocytes TCRa SIRPa’ de rat 11347* ont été triés et mis en culture ou non (DO) pendant 3 jours
(D3) avec 100 ng/mL de CSF-1 (D3 CSF-1) ou non (D3 w/o). 'ARNm total des cellules a été extrait et
I’expression du messager de Csf1 a été analysée par RT-gPCR. Les résultats ont été normalisés selon I’"HPRTet
sont représentés selon la moyenne du 2-AACT + SEM. Test Mann Whitney, ** P<0,01.

2—DDCT

Cette boucle d’augmentation peut s’expliquer soit par un effet direct de I'lL-34
inhibant I'expression de CSF-1 via son interaction avec CSF-1R, soit par compétition entre

I'lL-34 et le CSF-1 pour leur récepteur. En effet, Wei et al. ont mis en évidence que I'affinité
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de I'lL-34 pour CSF-1R est plus importante que le CSF-1 (Wei et al., 2010a), ainsi I'lL-34 se
fixe de fagon prioritaire bloquant la boucle de rétroaction autocrine du CSF-1. Afin de vérifier
ces hypotheéses, il serait intéressant d’étudier I'effet de I'lL-34 recombinante sur une culture
de monocytes. Néanmoins, I'lL-34 de rat n’est pas encore commercialisée, mais il est
possible de purifier la cytokine a partir de cellules transfectées ou d’analyser les possibles
réactions croisées de I'lL-34 humaine/murine avec les cellules de rat ou encore analyser
I'effet de I'lL-34 humaine sur les monocytes humains.

L'IL-34 agit sur la survie, la prolifération et Ila différenciation des
monocytes/macrophages (Lin et al., 2008), ainsi j’ai analysé les populations de myéloides
chez les rats 347" dans différents organes. Cependant, la déficience en IL-34 n’affecte pas de
maniére drastique les populations de monocytes/macrophages et de cellules dendritiques.

tacz/lacZ, oy effet seulement

Ces résultats sont similaires a ceux retrouvés chez la souris /134
une sous-population de cellules dendritiques CD11c’CD11b" pulmonaires est diminuée
(Wang et al., 2012a). Mais dans le colon et l'iléon les mononuclear phagocytes (MNP :
CD103") semblent diminués et & l'inverse les cellules dendritiques (CD103%) semblent

** |l serait intéressant de vérifier

augmentées chez les rats 1347 par rapport aux rats //34
I’expression des récepteurs de I'IL-34 sur ces populations afin d’analyser I'implication de I'IL-
34 vs le CSF-1. L’'augmentation des cellules dendritiques pourrait étre expliquée par la forte
concentration en CSF-1, qui in vitro est capable de différencier des pDC (MacDonald et al.,
2005; Fancke et al., 2008). La diminution des MNP suggere un role de I'IL-34 dans la
génération et/ou homéostasie de ces cellules. Dans la continuité de ces résultats, analyser
les macrophages résidents comme les cellules de Kupffer et les macrophages alvéolaires
permettraient d’étudier de facon plus large le réle de I'lL-34 dans la génération des
macrophages tissulaires. Cependant, il serait aussi nécessaire de bloquer le CSF-1 qui
pourrait compenser les effets de I'lL-34.

Le nombre et/ou la proportion des cellules myéloides est équivalente entre les rats
134" et I/34'/', mais il est important d’analyser la fonction de ces cellules. En effet, la
signalisation est similaire entre I'lL-34 et le CSF-1 mais l'intensité de phosphorylation induite
par I'IL-34 est plus forte (Chihara et al., 2010; Garceau et al., 2010; Boulakirba et al., 2018).
L'absence d’IL-34 pourrait induire un déséquilibre envers un phénotype pro-inflammatoire

étant donné que I'lL-34 permet d’induire des macrophages pro-régulateur (Foucher et al.,

2013; Bézie et al., 2015d). Par ailleurs des tests in vitro peuvent facilement étre réalisés afin

137



d’étudier leur capacité immunostimulatrice de la prolifération de lymphocytes T, de Tregs et
I'impact sur leur phénotype par MLR. Des tests de suppression peuvent aussi étre effectués
avec co-culture de monocytes de rats 11347 ou 1134 avec des lymphocytes T CD4°CD25 et
Tregs CD4" ou Tregs CD8" allogéniques. De plus, étudier le transcriptome des
monocytes/macrophages par RNA-sequencing permettrait d’élucider l'impact de la
déficience sur I’état de d’activation des cellules a ’homéostasie. Etudier le transcriptome
pourrait également servir a I’analyse de I'impact des agonistes des TLR tel que le LPS sur le
phénotype des monocytes afin d’améliorer la compréhension du réle de I'lL-34 sur les
monocytes en cas d’infections.

L'IL-34 est exprimée par les Tregs CD4'FoxP3" et Tregs CD8'FoxP3" (Bézie et al.,
2015d), j’ai ainsi analysé la déficience sur la génération des lymphocytes T ainsi que sur les
autres populations de lymphocytes B, NK et NKT. De facon intéressante, seuls les

lymphocytes T CD8" et particulierement les T CD8*CD45RC™e"

et Tregs CD8 FoxP3" sont
diminués dans le sang et la rate des rats 1347 suggérant un réle de I'lL-34 dans leur
développement. Néanmoins, dans le thymus le nombre des différentes populations est
similaire indiquant que la diminution des lymphocytes T CD8" est générée en périphérie. Afin
d’élucider ce role, nous avons réalisé une analyse transcriptomique par DGE RNA-sequencing
et de facon intéressante, les Tregs CD4" et Tregs CD8" des rats 1347 présentent une
augmentation d’un seul et méme géne Dnajal. Ce gene code pour une protéine de choc
thermique (HSP) appartenant a la famille des HSP40 et agit comme co-chaperonne des
HSP70 impliquées dans la conformation, le trafic, la prévention d’agrégation et I’hydrolyse
des protéines (Spierings and van Eden, 2017). Peu d’études se sont intéressées a Dnajal,
cependant les patients souffrant de polyarthrite rhumatoide présentent un fort taux
d’anticorps anti-Dnaj correspondant a la forme bactérienne et ces anticorps sont aussi
capables de reconnaitre la forme humaine (Kotlarz et al., 2013). De plus, les HSP40 sont
capables d’inhiber la prolifération des lymphocytes T CD4" et T CD8" et d’induire I'expression
d’IL-10 a partir de PBMC provenant de patients souffrants de polyarthrite rhumatoide mais
pas des volontaires sains suggérant un réle anti-inflammatoire des HSP40 et leur potentiel
d’utilisation thérapeutique (Tukaj et al., 2010). Par ailleurs, des souris Dnajal'/' ont été
générées et présentent un défaut de spermatogenése (Terada et al., 2005). Le lien entre I'IL-
34 et Dnajal reste encore a définir. Cependant, nous avons mis en évidence qu’au niveau

protéique les Tregs FoxP3" expriment plus fortement Dnajal par rapport aux cellules FoxP3’
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suggérant une activité plus importante dans les Tregs dont les causes et conséquences
restent a étre identifiées.

La déficience en IL-34 n’impacte pas sur le phénotype des lymphocytes T apres
activation. Néanmoins en étudiant leur fonction de prolifération, j’ai démontré que les
lymphocytes T CD8'CD45RC™E" des rats /347 proliferent plus vite avec une stimulation
polyclonale. Les Tregs CD8'CD45RC" déficients proliferent moins en présence de CPA par

**_Afin d’élucider le réle de I'IL-34 dans la prolifération des

rapport aux cellules des rats /134
Tregs CD8'CD45RC" 1134* il serait intéressant de bloquer I'lL-34 dans les MLR afin de
confirmer le réle de I'IL-34 dans leur prolifération. En effet, I'IL-34 permet la génération de
macrophages régulateurs (Foucher et al., 2013) capables d’induire la prolifération des Tregs
(Bézie et al., 2015d), ainsi son absence pourrait expliquer la diminution de la prolifération.
Cependant, les Teff n’exprimant pas I'lL-34, 'augmentation de leur prolifération suggére une
dérégulation intrinseque survenant durant le développement. Le messager de I'//34 est
exprimé dans le thymus (Wang et al., 2012a) et les macrophages présents jouent un réle
majeur dans I’élimination des débris apoptotiques (Esashi et al., 2003), ils sécrétent des
cytokines pouvant affecter la prolifération, maturation et différenciation des thymocytes (Liu
et al., 2013). Ainsi, méme si la déficience n’‘impacte pas le nombre de cellules, les fonctions
des cellules peuvent étre modifiées via les macrophages. L’expression des récepteurs de I'IL-
34 pourrait étre analysée sur ces macrophages ainsi que sur les cellules épithéliales
thymiques afin d’évaluer la possible implication de I'lL-34. De plus, analyser le répertoire TCR
des cellules matures permettrait de compléter cette étude quant au réle de I'lL-34 dans la
sélection thymique.

L’utilisation du modeéle de « wasting disease » publié par Powrie et al. nous a permis
de tester la fonction suppressive des Tregs in vivo (Powrie, 1990). De maniére tres
intéressante, les Tregs CD4'CD25'CD127"" des rats /1347 ne permettent pas de protéger du

*/* Ces résultats

développement de la maladie a la différence des Tregs CD4" des rats /34
mettent en évidence, pour la premiere fois, le réle crucial et non compensé de I'lL-34 dans
les fonctions suppressives des Tregs CD4'. Afin d’élucider le mécanisme, utiliser des
stratégies de déplétion des macrophages permettraient d’analyser l'implication des
macrophages dans I'induction de la protection comme démontré par notre équipe (Bézie et

al., 2015d). Dans cet objectif, il est possible d’utiliser un traitement inhibiteur de la

phosphorylation de CSF-1R grace au GW2580 ou d’utiliser le clodronate liposome.
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Cependant ce dernier n’induit pas la déplétion de tous les macrophages tissulaires, en effet
en fonction de la voie d’injection certaines populations persistent (van Rooijen and Hendrikx,
2010). Une analyse du phénotype des macrophages dans différents organes permettrait de
rendre compte de |'état d’activation des rats. La faible protection des Tregs CD8*CD45RC™"
peut s’expliquer par la faible proportion de cellules FoxP3" dans cette population. En effet,

low

environ 70% des cellules FoxP3" sont comprises dans les Tregs CD4'CD25'CD127°" (Liu et
al., 2006) contre environ 5% dans les Tregs CD8*CD45RC" (Bézie et al., 2018a). Par ailleurs,
il serait intéressant d’analyser le transcriptome de ces cellules stimulées afin d’améliorer les
connaissances sur le role de I'lL-34 dans les fonctions des Tregs en cas d’inflammation. Les
fonctions de I'lL-34 sont mises en évidence lorsque les cellules sont présentes dans un
contexte pathologique. Ainsi, nous avons étudié I'impact de la déficience en //34 dans un
modele de colite chez le rat par injection de TNBS. De maniére intéressante, six jours apres
le début du protocole, le colon des rats 11347 est plus court suggérant une inflammation plus

**, Ces résultats peuvent impliquer que les Tregs jouent

importante par rapport aux rats //134
un role dans le controle de l'inflammation et que la déficience en 1134 impacte leurs
fonctions ou que I'lL-34 participe au développement/homéostasie des MNP de la lamina
propria nécessaire a l'inhibition de l'inflammation. Cependant, bien que les mécanismes
soient peu clairs, le modele de colite induit par le TNBS implique principalement les
lymphocytes T. L'IL-12, le TNFa et I'lL-23 sont les principales cytokines induisant la
pathologie via la génération et maintien des cellules Thl, Th17 et ILC3, en effet les souris
1117r" sont résistantes a I'induction de la colite (Buonocore et al., 2010; Takagi et al., 2010).
Ces résultats suggerent que I'lL-34 joue un réle de régulation via sa sécrétion par les Tregs
dans ce modeéle. Il est nécessaire d’approfondir I'étude en analysant [|’éventuelle
compensation du CSF-1 et la composition des cellules présentes dans l'infiltrat afin de
vérifier notre hypothese. Par ailleurs, I'utilisation du modéle de colite par administration de
DSS dans I'eau de boisson permettrait d’étudier I'impact de la déficience en //134 dans le
compartiment myéloide. Ce modeéle étant décrit comme enclenché par les TLR, les
récepteurs dectin ou I'inflammasome suite a la rupture de la barriéere intestinale aboutissant
a I'entrée des microorganismes dans la lamina propria (Kiesler et al., 2015).

Afin de confirmer le réle de I'lL-34 dans les fonctions suppressives des Tregs, une
partie de mon projet de thése s’est concentrée sur la génération de Tregs CD4" et Tregs CD8"

déficientes en IL-34. Pour cela, la technologie CRISPR/Cas9 est utilisée et est en cours de
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mise au point avec des résultats préliminaires trés satisfaisants (>90% de cellules déficientes
pour un géne situé a la membrane cellulaire) afin d’obtenir un nombre de cellules
déficientes en IL34 suffisant pour analyser leur phénotype, ainsi que leurs fonctions de
prolifération et de suppression in vitro et in vivo grace aux modeles de GVHD et de rejet
allogénique de peau chez la souris humanisée. Il est aussi prévu de réaliser une analyse du
transcriptome et d’étudier le gene DNAJAL.

Nous avons démontré le réle crucial de I'IL-34 dans les fonctions suppressives, de
plus sa surexpression en association a la rapamycine permet d’induire la tolérance a
I'allotransplantation cardiaque chez le rat (Bézie et al., 2015d). Ainsi, nous avons étudié le
potentiel thérapeutique de I'lL-34 dans un modeéle de GVHD et de rejet de peau allogénique
chez la souris humanisée. Dans ces modeles, |'association de I'lL-34 a une dose sous
optimale de rapamycine est nécessaire afin de retarder le développement de la GVHD et du
rejet allogénique. En effet, I'lL-34 permet l'induction de macrophages régulateurs qui
induisent la prolifération des Tregs (Bézie et al., 2015d), ce mécanisme est indirect sur
I'inhibition de la prolifération des lymphocytes T effecteurs (Figure 17, p69). Ainsi, I'ajout de
la rapamycine permet de limiter et retarder le développement de la GVHD et du rejet de
peau fournissant du temps a I'lL-34 pour agir. De plus, la rapamycine est un
immunosuppresseur décrit comme favorisant I'expression de FoxP3 par les Tregs CD4°CD25"
(Battaglia et al., 2005). Notre équipe a mis en évidence que |’ajout de rapamycine pendant la
culture des Tregs CD8*CD45RCY/ permet d’améliorer leur prolifération ainsi que leur
fonction suppressive par rapport a des Tregs cultivés sans rapamycine (Bézie et al., 2018a).
Dans ces modeéles, I'effet de I'lL-34 pourrait étre amélioré en calculant la demi-vie de cette
protéine permettant d’adapter le protocole de traitement. En effet, les cytokines ont
généralement une faible demi-vie, une injection tous les 2,5 jours semble donc sous-
optimale. C'est pourquoi, I'utilisation de pompes délivrant une dose continue d’IL-34 semble
plus efficace dans le retard de la GVHD, ces résultats sont a confirmer. L’analyse des
populations humaines dans le sang des souris humanisées révele que 15 jours aprés
I'injection des PBMC, la majorité des cellules humaines sont des lymphocytes T et les
monocytes sont trés peu représentés limitant I’action de I'lL-34. De plus, I'lL-34 humaine ne
peut pas agir sur les cellules humaines (Wei et al., 2010a). L'utilisation de souris humanisées
reconstituées avec des cellules CD34" permet d’obtenir une reconstitution hématopoiétique

plus diverse incluant les monocytes (lto et al., 2002; Shultz et al., 2005). Ainsi, utiliser I'IL-34
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dans ces souris permettrait d’augmenter le nombre de cible de I'lL-34 afin de potentialiser
son effet.

Enfin pour améliorer I'effet de I'lL-34, des stratégies d’optimisation sont possibles
pour une utilisation thérapeutique. Nous avons développé différents mutants de I’IL-34 afin
d’améliorer I'affinité pour le récepteur CSF-1R ainsi que sa demi-vie par fusion avec un
fragment Fc. La présence de ce fragment Fc permettra a I'lL-34 d’étre recyclée via le
récepteur FcRn (Roopenian and Akilesh, 2007). Des études sont en cours afin d’évaluer leurs
effets sur les monocytes in vitro ainsi que dans le modeéle de GVHD chez la souris humanisée.
De plus, 'utilisation des complexes de cytokines/anticorps anti-cytokines est une stratégie
permettant de potentialiser les effets de la cytokine. Par exemple, le complexe d’IL-
2/anticorps anti-IL-2 permet d’induire efficacement la prolifération des Tregs inhibant
I'inflammation (Wang and Alexander, 2013; Gao et al., 2017). Ainsi, nous pourrions
envisager d’étudier I'effet du complexe IL-34/anticorps anti-IL-34 sur la génération et le
phénotype des macrophages et I'induction de Tregs in vitro et in vivo. Par ailleurs, dans
I'objectif d’utiliser I'lL-34 dans un protocole de thérapie cellulaire, des résultats préliminaires
indiquent que I'lL-34 permet de différencier les monocytes en macrophages régulateurs
capables d’induire la prolifération et I'amélioration des fonctions suppressives des Tregs
CD8'CD45RC®™". 1| serait alors possible d’utiliser ces Tregs induits dans des modeles de
transplantion chez la souris humanisée.

L’utilisation d’un anticorps bloquant anti-IL-34 est une stratégie envisageable dans le
psoriasis. En effet, nous avons montré que les rats 11347 sont déficients en cellules de
Langerhans rendant I'inflammation induite par I'lmiquimod moins importante. L’IL-34 étant
impliquée dans I'ostéoclastogénése et le recrutement de macrophages/TAM, I’anticorps
bloguant semble étre une stratégie efficace dans I'inhibition de la polyarhtrite rhumatoide
ou des cancers. De par son expression préférentielle dans le cerveau et son role dans la
génération de la microglie ainsi que I'expression de PTPC et de CSF-1R, I'administration de
I'lL-34 dans les maladies neurodégénératives est une thérapie prometteuse pour induire une
neuroprotection afin d’atténuer les symptomes de la maladie d’Alzheimer, de I'uvéite ou de
la sclérose en plaque. Enfin, les résultats obtenus dans les modéles de GVHD et de rejet
d’allogreffe de peau chez la souris humanisée sont tres encourageants quant a |'utilisation

de I'lL-34 chez ’'Homme dans le cadre de greffe de cellules CD34" de sang placentaire et de
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transplantation d’organe soit par administration directe, ou par l'utilisation de Tregs générés

par les macrophages différenciés avec I'IL-34 (Figure 28).
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Figure 28: Schéma bilan du role de I'IL-34 et de son potentiel d'utilisation. LC : Langerhans cells (cellules de Langerhans) ;
EAE : experimental autoimmune encephalomyelitis (encéphalomyélite auto-immune expérimentale); UAE : uvéite auto-
immune expérimentale ; RA : rhumatoid arthritis (polyarthrite rhumatoide) ; TAM : tumor associated macrophages ; MAI :
maladies auto-immunes ; MICI : maladies inflammatoires chroniques de I'intestin ; I/R : ischémie/reperfusion ; AAV : adeno-
associated virus; OLS: organes lymphoides secondaires (rate et nceuds lymphatiques); Tx: transplantation; M2:
macrophages de type 2 (pro-régulateurs); CSH: cellules souches hématopoietiques; GVHD : graft-versus-host-disease
(maladie du greffon contre I’héte). * : (Baud’huin et al., 2010) ; > : (Foucher et al., 2013) (Baek et al., 2015) ; *: (Bézie et al.,
2015a; Zhao et al., 2018) ; —® :rOle démontré ; -—-P : potentiel d’utilisation.
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Etude de I'impact d’'une déficience en interleukine-34 sur le développement et les

réponses immunes.

Mots clés : Cellule T régulatrice, IL-34, auto-immunité, immunothérapie, tolérance, rat, CRISPR/Cas9

Résumé : Les cytokines sont de puissants
outils pour réguler les réponses immunitaires.
L'IL-34 est une cytokine qui se lie au CSF-1R,
au PTP{ et au CD138 et est impliquée dans la
survie, la prolifération et la différenciation des
monocytes/macrophages. Nous avons
récemment décrit I'expression de I'lL-34 par
les Tregs CD4"FoxP3* et CD8"FoxP3" induits
chez 'Homme et dans un modéle de tolérance
en transplantation chez le rat. Nous avons
démontré que l'absence d'expression de I'lL-34
chez les rats /134" affecte le compartiment T
CD8" mais pas les cellules myéloides. De plus,
la déficience conduit a un phénotype instable
exacerbé dans des conditions inflammatoires.
In vivo, nous avons mis en évidence
lincapacité des Tregs CD4 /134" & protéger de
la wasting disease par rapport aux cellules
11347,

Nous avons également montré le réle
réegulateur de ['IL-34 dans le retard de
développement de la GVHD et le rejet de
l'allogreffe dans des modéles de souris
humanisées. De plus, dans des cohortes de
patients transplantées ou greffées, nous avons
démontré que le taux sérique d’IL-34 ne
pouvait pas étre utilisé comme marqueur de
prédiction du rejet rénal. Mais une expression
élevée de IIL-34 par les Tregs
CD8*CD45RC""" est un marqueur de bon
pronostic d’incidence de la GVHD. Ainsi, nos
données démontrent le réle crucial de I'lL-34
dans la fonction suppressive des Tregs CD4"
ainsi que son potentiel thérapeutique en
transplantation.

Study of the impact of an interleukin-34 deficiency in the development and immune

responses.

Keywords : Treg, IL-34, autoimmunity, immunotherapy, tolerance, rat, CRISPR/Cas9

Abstract: Cytokines are powerful tools for
regulating immune responses. IL-34 is a
cytokine that bonds to CSF-1R, PTP{ and
CD138 and is implicated in survival,
proliferation and differentiation of
monocytes/macrophages. We recently
described the expression of IL-34 by induced
FOXP3® CD4* and CD8" Tregs in healthy
individuals in human and in a model of
tolerance in transplantation in rat. Here we
report that the absence of expression of IL-34
in /34" rats impact the T CD8* compartment
but not myeloid cells. Moreover, the deficiency
lead to an unstable phenotype exacerbated
under inflammatory conditions.

In vivo, we revealed the inability of //34” CD4
Tregs to protect from the wasting disease
compared to /134" cells. We also showed the
regulatory role of IL-34 to delay GVHD
development and allograft rejection in immune
humanized mice models. In addition, using two
different transplanted human cohorts, we
showed that the IL-34 serum level can’t be
used as a prediction marker of kidney
rejection. But a high expression of IL-34 by
Tregs CD8*CD45RC"°"" is a marker of good
prognosis for a reduced GVHD incidence.
Altogether, our data demonstrate the crucial
role of IL-34 in the CD4" Treg suppressive
function as well as its therapeutical potential in
transplantation.
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