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Résumé

Le développement de la réponse immunitaire innée de 1’hote au cours des infections respiratoires
nécessite la mise en place rapide d'un réseau moléculaire et cellulaire relativement complexe ayant
pour but de contrdler la croissance microbienne ainsi que permettre son éradication. Dans certaines
circonstances, et malgré ’existence de vaccins et d'antibiotiques efficaces, I’infection par
Streptococcus pneumoniae peut aboutir a des pathologies graves telles qu'une pneumonie, une
méningite et/ou une septicémie. Ainsi, a I'heure actuelle, les maladies associées au pneumocoque
sont encore loin d'étre sous contréle. Dans ce contexte, une meilleure compréhension de la réponse
immunitaire innée de 1’héte contre ce pathogéne est nécessaire.

Mes travaux de thése ont permis pour la premiére fois de mettre en évidence la fonctionnalité et la
relevance biologique de I’inflammasome NLRP3 au sein des neutrophiles pulmonaires in vivo dans
un modéele d’infection respiratoire par S. pneumoniae.

Ainsi, de fagon inattendue, les neutrophiles jouent un réle accessoire original a des temps précoces
de I’infection via leur capacité a produire de I’'TL-1p. Cette synthese protéique est possible grace a
la combinaison de 2 signaux a la fois dérivés de I’h6te (TNF-o des macrophages alvéolaires) et de
la bactérie (toxine). Ces deux signaux permettent I’assemblage et 1’activation de I’inflammasome
NLRP3 neutrophilique. D*un point de vue translationnel, nous avons été capables de démontrer
un mécanisme similaire avec des neutrophiles humains.

Cette production d’IL-1B par les neutrophiles participe a 1’activation des lymphocytes T o
producteurs d’IL-17; une cytokine essentielle dans le contréle de I’infection bactérienne via sa
capacite a induire rapidement le recrutement d’une deuxiéme vague de neutrophiles participant
directement a I’élimination et la clairance bactérienne.

Sur la base de ces travaux fondamentaux, nous avons émis I’hypothése qu’une augmentation du
pool de cellules innées sécrétrices d’IL-17A pourrait avoir un effet bénéfique sur le contrdle d’une
infection respiratoire a pneumocoque. Ainsi via I’administration prophylactique et locale d’IL-7,
nous avons été capables d’augmenter la fréquence et le nombre de lymphocytes innés producteurs
d’IL-17A résultant en un meilleur contrdle de la charge bactérienne pathogéne associée a une
augmentation du recrutement neutrophilique. A ce stade, ces résultats encourageants, nous pousse
a mieux comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires associés a cet effet dans
I’éventualité de proposer a terme une nouvelle approche thérapeutique dans le contrble des

infections respiratoires pulmonaires basée sur la manipulation de la biologie de I’'IL-7.



Summary

The mounting of an appropriate host innate immune response in the lungs requires the rapid
establishment of a complex cellular and molecular networking that allows the containment and
clearance of pathogens during respiratory infections. Both neutrophils and yoT cells are central
players in the host response during mucosal infections. Using a model of invasive pneumococcal
disease, we illustrated a role for Interleukin-17A in controlling neutrophil recruitment, bacterial
loads and survival. Following Streptococcus pneumoniae infection, we defined pulmonary yo6T
cells, especially the lung resident Vy6V31* subset, as the primary source of IL-17A in an IL-23/IL-
1B-dependent manner. Using gene-targeted mice, we demonstrated that yoT cells largely
contributed to neutrophilia and to the control of the pathology. Furthermore, we now defined a
second and unexpected early role for neutrophils as accessory cells in ydT17 cell activation through
IL-1P secretion. Neutrophil-derived IL-1p was dependent on NLRP3 inflammasome activity and
required alveolar macrophage-secreted TNF-a for priming and bacterial pneumolysin for NLRP3-
dependent caspase-1 activation. This report thus brings to light the sequential molecular/cellular
events leading to y6T17 cell activation and highlights the existence of a biologically relevant and
fully functional NLRP3 inflammasome in pulmonary neutrophils that regulates a key immune axis

in the development of protective innate response to respiratory bacterial infection.

Based on these observations, we hypothesized that an increase in the pool of IL-17A-producing
innate-like T lymphocytes might play a protective role during pneumococcal infection. As recently
suggested, we demonstrated that intranasal IL-7/M25 complex administration into naive mice
allowed the expansion of the cellular pool of innate immune cells presenting a Th17-like
phenotype in the lungs especially ydT cells. Moreover, we showed during S. pneumoniae infection
that prophylactic IL-7/M25 treatment increased the capacity of Vy6Val™ T cells to produce IL-
17A. Interestingly, this phenotype led to higher neutrophil recruitment and a better control of
bacterial burden in the lungs as well as systemic dissemination. Thus, we report a critical role of
IL-7 in creating an IL-17-enriched microenvironment which improves the early development of
host innate immune response to respiratory bacterial infection. This observation might pave the
way to the development of future innovative cytokine/cell-based strategies against Streptococcus

pneumoniae.
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Contexte et enjeux scientifiques

Le siécle passé a été témoin d'incroyables progres dans le contrdle des maladies infectieuses.
Toutefois, les pathogenes respiratoires continuent a menacer 1’homme et a causer des problémes
sérieux de santé publique. Non seulement certains pathogenes émergents, mais aussi des microbes
connus de longues dates continuent & menacer I’homme. Par exemple, la bactérie Streptococcus
pneumoniae (ou pneumocoque) est responsable de la majorité des cas de pneumonies bactériennes
communautaires, notamment chez les personnes présentant un statut immunitaire fragile comme
les jeunes enfants et les personnes agées. Si la colonisation du nasopharynx par le pneumocoque
est le plus souvent asymptomatique ou entraine des symptdmes Iégers (sinusite, conjonctivite),
elle peut dans certains cas évoluer vers une pathologie invasive (meningite et/ou septicémie)
potentiellement mortelle (environ un million de déces dans le monde sont attribués au
pneumocoque chaque année). Dans ce contexte, malgré I'existence de vaccins et d'antibiotiques,
les déces associés au pneumocoque sont encore loin d'étre éradiqués de nos jours.

L'immunité respiratoire joue un réle prépondérant dans le contréle des infections a Streptococcus
pneumoniae mais les événements précoces et I'orchestration de cette derniére ne sont a I'heure pas
encore totalement élucidés. Ainsi, une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires et
cellulaires impliqués dans la réponse immunitaire de 1’h6te contre ce pathogéne est requise dans
le but de développer des traitements plus efficaces.

De nombreux facteurs sont impliqués dans la réponse immune précoce de 1’héte contre les
infections respiratoires. Parmi ceux-ci, l’interleukine-17 (IL-17) est une cytokine pro-
inflammatoire jouant un réle critique dans la régulation de la réponse immunitaire au niveau des
muqueuses. Par exemple, I’IL-17 possede des propriétés antimicrobiennes majeures via sa capacité
a induire la production de chimiokines et de stimuler indirectement le recrutement de populations
effectrices comme les polynucléaires neutrophiles. Plusieurs études ont récemment montré que
certaines populations lymphocytaires innées telles que les cellules T gamma/delta (yd) et les
lymphocytes T Natural Killer étaient capables de produire rapidement des quantités importantes
de cette cytokine.

Récemment nous avons pu démontrer, dans le laboratoire, I'existence d'une population particuliere
de lymphocytes T yd pulmonaires présentant un phénotype caractéristique de cellule spéecialisée
dans la production d'lIL-17. De plus, cette population caractérisée par son fort niveau d'expression
de la molécule CD3 (et ainsi nommée "lymphocytes T yd CD319"") était capable de produire trés

rapidement de I'lL-17 dans notre modéle d'infection respiratoire a pneumocoque.
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I.  Les infections respiratoires a Streptococcus pneumoniae

Le tractus respiratoire représente, aprés la peau et le tractus gastro-intestinal, le troisiéme
systeme du corps a étre en contact permanent avec des facteurs environnementaux dangereux.
Ces facteurs comprennent de nombreux agents pathogenes, tels que des bactéries, des virus, des
champignons, ainsi que des allergenes et des produits chimiques variés. La diversité des agents
pathogenes rencontrés quotidiennement, ainsi que leur fréquence non négligeable, nécessitent la
présence d’un systéme immunitaire efficace qui sera capable de protéger 1’héte contre les
infections.

L’un des agents pathogénes qui touchent fréquemment le tractus respiratoire est la bactérie
Streptococcus pneumoniae. Décrite comme la cause majeure de pneumonies communautaires,
méningites, bactériémies, ainsi que d’otites chez les jeunes enfants (Lynch et al., 2009),
Streptococcus pneumoniae est une bactérie extracellulaire a Gram-positif encapsulée présente au
niveau des voies aériennes supérieures comme bactérie commensale. Apres colonisation, la
bactérie prédomine et peut persister pendant des semaines ou des mois sans symptdmes

apparents (Kadioglu et al., 2008).

A. Géneéralités
1.  Epidémiologie et caractéristiques cliniques

Les infections a S. pneumoniae posent des problémes sérieux de santé publique en étant
responsables de plus d’un million de cas de mortalit¢é annuelle dans le monde selon les
estimations de I’organisation mondiale de sant¢ (OMS) en 2005. Ainsi, 30 a 50% des
hospitalisations dues a des pneumonies en Europe et aux Etats-Unis sont associées a S.
pneumoniae. De plus, sur les 8.8 millions cas de mortalité annuels chez les enfants agés de moins
de 5 ans en 2008, I’OMS a estimé que 476000 ont été causés par des infections a pneumocoques.
Le portage de S. pneumoniae survient précocement dans la vie avec une prévalence qui varie
entre 30 et 60% chez les enfants, et de 1 a 10% chez les adultes (Bogaert et al., 2004; Ferreira et
al., 2011). Il y a 35 ans, plus de 95% des nourrissons porteurs éetaient colonisés par plus que 6
sérotypes différents (Gray et al., 1980). Actuellement, la prévalence des colonisations par

plusieurs sérotypes est estimée entre 1.3 et 48.8% (Turner et al., 2011). Une telle variation
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s’explique par différents facteurs geographiques, a la population étudiée, aux différentes
techniques de détection utilisées et bien sir a la capacité d’accés des différentes populations a la
vaccination.

De plus, S. pneumoniae peut étre impliquée dans la morbidité/mortalité de patients présentant
des pathologies préexistantes. Par exemple, au cours des différentes pandémies grippales qui ont
sévis au XX'®™ sigcle, 20 & 30% des victimes présentaient des signes de surinfection a
pneumocoque (Morens et al., 2008). Plus récemment, plusieurs sérotypes pneumococciques ont
également été retrouvés chez des patients atteints de broncho-pneumopathies chroniques
obstructives en période d’exacerbation.

Une fois établie, I’infection a S. pneumoniae peut évoluer vers une maladie pneumococcique
invasive (MPI) (septicémie, méningite ou pneumonie) (OMS, 2005) ou non invasive (sinusite
et/ou otite) (CDC, 2015). Ainsi la MPI, définie par I’isolement de souches pneumococciques au
niveau d’un site distant normalement stérile, touche fréquemment les enfants de moins de 2 ans,
les personnes agées (> 65 ans) ainsi que les individus immunodéprimés (Lynch et al., 2009;
Naheed et al., 2009). La pneumonie communautaire est la forme clinique la plus commune de
MPI. Sa période d’incubation est généralement courte de 1 a 3 jours et les symptomes
comprennent une apparition brutale de fiévre et de frissons, ainsi que des douleurs thoracigues,
toux, dyspnée et malaise. Les complications de la pneumonie a pneumocoque comprennent la
péricardite et I’insuffisance respiratoire. Selon les données de CDC en 2015, S. pneumoniae a été
décrite comme étant responsable de 36% des cas de pneumonie communautaire et de plus de
12000 cas annuels de bactériémie. Cette derniére se retrouve dans 12 & 16% des cas de MPI chez
les enfants agés de moins de 2 ans.

De plus, S. pneumoniae peut causer des otites, dont la fréquence est d’environ 28 a 55%. En cas
de complication, elle peut aboutir a une méningite. Ainsi, environ 3000 a 6000 cas de méningites
a pneumocoque sont diagnostiqués annuellement avec un taux de mortalité associé de 1’ordre de
8% chez les enfants et 22% chez les personnes agées. Les symptdmes peuvent inclure des maux
de téte, vomissements, fiévre, convulsions et coma. Il faut noter que S. pneumoniae cause

environ 50% de la totalité des cas de méningites bactériennes aux Etats-Unis.
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2. Structure de la bactérie

Comme pour les autres bactéries a Gram positif, une membrane cytoplasmique, une paroi
cellulaire et une capsule polysaccharidique entourent S. pneumoniae pour former sa surface. La
paroi cellulaire est constituée de peptidoglycanne auguel sont attachés des acides téchoiques. Des
acides lipotéchoiques insérés dans la membrane cytoplasmique possédent une structure similaire
aux acides téchoiques, avec un fragment lipidique additionnel (Figure A). Les 2 formes d’acides
contiennent de la phosphorylcholine, contre laquelle des anticorps peuvent se former (De
Velasco et al., 1995).

3. Lesfacteurs de virulence de S. pneumoniae

S. pneumoniae présente plusieurs facteurs de virulence et de colonisation, tels que sa capsule
polysaccharidique, les protéines de surface et les toxines (autolysine, neuraminidase,
pneumolysine (Ply)) (Figure B). Le réle des facteurs de virulence dans le développement des
maladies n’est que partiellement €élucidé. L’une des difficultés dans 1’intégration du rdle de ces
différents facteurs réside dans le fait que les souches de S. pneumoniae différent dans leur
capacité a les produire (Mitchell et al., 2010).

La capsule polysaccharidique est probablement le facteur de virulence le plus important du
pneumocoque. La production de cette capsule est indispensable pour la virulence
pneumococcique et confére a la bactérie une propriété anti-phagocytaire. Malgré que les souches
non capsulées ont été associées a des infections superficielles comme la conjonctivite; les isolats
cliniques des souches invasives sont généralement capsulés (Kadioglu et al., 2008). La plupart
des sérotypes capsulés sont fortement chargés au pH physiologique, ce qui peut interférer avec
les interactions avec les cellules phagocytaires. La capsule forme une barriére qui peut altérer le
phénomeéne d’opsonisation ; elle empéche les régions Fc des IgG ou le composant du
complément iC3b (qui peut se fixer a d’autres structures plus profondes tels que les acides
téichoiques et les protéines de surface) d’interagir avec leurs récepteurs sur les cellules
phagocytaires (Musher et al., 1992). La capsule peut aussi réduire la quantité du complément qui
se fixe a la surface bactérienne (Abeyta et al., 2003), ainsi que la capacité des « Neutrophils
extracellular traps » (NETS) a bloquer les bactéries (Wartha et al., 2007) et fournir une résistance

a I’autolyse induite par les antibiotiques (Fernebro et al., 2004). Suite a I’interaction entre la
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capsule et les peptides antimicrobiens de la surface épithéliale, S. pneumoniae peut survivre en se
débarrassant de sa capsule dans quelques minutes selon un processus LytA (autolysine)-
dépendant (Kietzman et al.,, 2016). La perte de la capsule augmente [’interaction du
pneumocoque avec les cellules épithéliales de 1’hote, cause probable de la maladie invasive.

La pneumolysine (Ply) est un autre facteur de virulence important de S. pneumoniae et a été
décrite comme étant produite par la plupart des isolats cliniques pneumococciques. Elle
appartient & une famille de toxines (Cholesterol-dependent cytolytic pore-forming toxins) qui
entrainent la formation de pores communes a plus de 20 especes de bactéries & Gram positif. Ply
se fixe au cholestérol de la membrane et forme ensuite de larges pores par 1’oligomérisation de
plus de 50 monomeres de la toxine (Morgan et al., 1995). Grace a la fonction de Ply, la capacité
des cellules bronchiques ciliées a éliminer le mucus des voies respiratoires inférieures est réduite,
ce qui facilite la propagation de I’infection (Rayner et al., 1995; Steinfort et al., 1989). De plus,
les effets cytotoxiques de Ply peuvent inhiber directement les fonctions de certaines cellules
immunes comme les phagocytes, ce qui aboutit a un défaut de la réponse immunitaire de 1’hote
(Rubins et al., 1998).

Le rble de Ply dans la pathogénicité de 1’infection a été étudié dans des modéles d’animaux, en
utilisant des mutants de pneumocoques inactivés pour le geéne de la toxine. L’absence
fonctionnelle de la toxine entraine une réduction de la virulence bactérienne (Berry et al., 1989).
Suite a une infection intranasale, les souches Ply-déficientes montrent une diminution de
I’inflammation au niveau des poumons, un retard et une réduction du recrutement cellulaire
(Kadioglu et al., 2000), ainsi qu’une réduction de la charge bactérienne dans le nasopharynx, la

trachée et les poumons (Kadioglu et al., 2002).

4.  Sérotypes: Diversité, prévalence géographique et virulence associée

A ce jour, plus de 90 sérotypes de S. pneumoniae ont été identifiés sur la base de leur capsule
polysaccharidique (Lynch et al., 2009), dont une vingtaine sont responsables a eux seuls de plus
de 80% des cas de MPI (Hausdorff et al., 2005).

Dans une étude realisée par Briles et ses collégues (Briles et al., 1992), il a été montré une forte
association entre le sérotype de la capsule et la virulence de la souche. Dans les modéles
expérimentaux murins, les sérotypes 1, 3, 4, 6A et 6B sont virulents alors que les sérotypes 14,

19 et 23 sont non virulents. Toutefois en clinique, une étude réalisee au Royaume-Uni (Bewick
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et al., 2012) a montré que les sérotypes 1, 3, 8, 14 et 19A sont les plus fréeqguemment rencontrés
en cas de pneumonie communautaire chez les adultes. Dans le méme contexte, Cilloniz et ses
collegues (Cilloniz et al., 2012) ont observé que les sérotypes 1 et 19A sont les agents
prédominants de MPI chez les adultes en Espagne, alors qu’en Amérique Latine et aux Caraibes,
le serotype 14 est le plus prévalent dans les pneumonies communautaires, suivi par les serotypes
1et5 (Gentile etal., 2012).

De plus, certains sérotypes (1, 4, 5, 7F, 8, 12F, 14, 18C et 19A) sont considérés comme étant
fortement invasifs, alors que d’autres (6A, 6B, 11A, 15B/C et 23F) sont généralement déecrits
comme I'étant moins (Brueggemann et al., 2003; Kronenberg et al., 2006; Ritchie et al., 2012;
Yildirim et al., 2010). La prévalence des serotypes est toutefois variable selon les études,
probablement due aux variations géographiques et de la génétique des populations.

Au final, les sérotypes 1, 5 et 14 sont responsables d’environ 28 a 43% de la totalité des cas de
MPI dans le monde (Johnson et al., 2010). En adéquation avec cela, Melin et ses collegues ont
observé que la capsule des sérotypes 1 et 5 était plus résistante a 1’opsonophagocytose que celle

des autres sérotypes testés (Melin et al., 2010).

5. Traitement

Pendant de nombreuses années, le traitement par les antibiotiques suffisait a traiter avec succes
les patients atteints d’une pneumonie induite par S. pneumoniae. Toutefois, 1’apparition de
souches de S. pneumoniae résistantes a la pénicilline pendant les années 1970, et leur émergence
ultérieure dans le monde a profondément limité 1’efficacité des antibiotiques. Plus récemment, la
résistance de souches pneumococciques a été décrite pour les macrolides (Lonks et al., 2002), les
fluoroquinolones (Davidson et al., 2002), la vancomycine, les triméthoprimes ainsi que d’autres

agents anti-microbiens (Pallares et al., 2002).
6.  Vaccination

Plusieurs vaccins ont été développés afin de lutter contre les infections pneumococciques. En
1983, un vaccin polysaccharidique a 23 valences (Pneumovax ® 23) a été mis en place. Il est
constitué des 23 sérotypes capsulés les plus retrouvés dans les MPI dans les pays développés (1,
2,3,4,5,6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F et 33F).

Ce vaccin induit des réponses immunitaires médiées par les lymphocytes B (réponse anticorps),
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indépendamment des lymphocytes T. Toutefois, 1’efficacité de ce vaccin a été remise en cause
due aux faibles taux d’anticorps retrouvés chez les personnes agées et les enfants agés de moins
de 2 ans.

Depuis 2000, I’introduction d’un vaccin conjugué heptavalent (Prevnar®) dirigé contre les
sérotypes 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F et 23F a montré une bonne protection chez les enfants agés de
moins de 2 ans. Ainsi I’incidence des cas de méningites a pneumocoque, pneumonies,
bactériémies et otites a significativement diminué (Hsu et al., 2009; Lynch et al., 2009).
Toutefois, en 2008, il a été observé que 61% des cas de MPI chez les enfants agés de moins de 5
ans ont été attribués a des sérotypes non contenus dans le Prevnar®. Pour contrecarrer la
réémergence de ces «anciens » sérotypes, un nouveau vaccin conjugué contenant 6 sérotypes
supplémentaires (1, 3, 5, 6A, 7F et 19A), en plus des sept sérotypes de Prevnar® a été mis en
place en 2010.

Méme si I’introduction de la vaccination contre S. pneumoniae a permis de réduire de facon
importante au niveau des MPI, des problemes de couverture de la totalité des sérotypes ainsi que
les colts importants pour les pays en voie de développement subsistent et constituent un frein
dans I’éradication de ce pathogéne (Rozenbaum et al., 2011; Weinberger et al., 2011). Dans ce
contexte, une meilleure connaissance de la réponse immunitaire de 1’hote contre S. pneumoniae

est clairement nécessaire.

B. La réponse immunitaire contre Streptococcus pneumoniae

1. L’immunité innée
a. Les récepteurs innés ou ""pattern recognition receptor' (PRR)

i. Les récepteurs de type-Toll ou "Toll-like receptor"

La fonction principale des récepteurs de type Toll (TLR) est de détecter les microbes et d’initier
une réponse inflammatoire ayant pour but d’éradiquer 1’infection. 10 TLRs ont été décrits chez
I’Homme et 13 chez les souris (Siednienko et al., 2009). Plusieurs ont été décrits comme
impliqués dans D’infection pneumococcique dans des modéles d’animaux. Des variations

génetiques au niveau de la signalisation TLRs (signal IRAK4) ont été associés a une
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augmentation de la susceptibilité¢ a I’infection pneumococcique chez I’Homme (Currie et al.,
2004; Picard et al., 2003).

Le TLR2 reconnait des composants de la paroi bactérienne, tels que les acides lipotéichoiques et
certaines lipoprotéines (Schmeck et al., 2006; Schroder et al., 2003). Via I’utilisation de mod¢les
expérimentaux invasifs et de colonisation, les souris TLR2 knock-out (KO) ont montré une
mortalité accrue a I’infection pneumococcique par rapport aux souris WT. Par exemple, dans un
modele de colonisation du nasopharynx, les souris TLR2 KO (TLR27) ont montré un défaut de
clairance (van Rossum et al., 2005).

Le TLRO reconnait les séquences CpG non méthylées de I’ADN pneumococcique. Des souris
TLR9™ étaient significativement plus susceptibles & une infection par S. pneumoniae sérotype IV
que les souris WT, et ont présenté une réduction de leur survie, ainsi qu'un développement d’une
bactériémie (Albiger et al., 2007). De plus, les TLR2 et 9 ont été suggéré comme favorisant la
phagocytose du pneumocoque et sa destruction intracellulaire (Albiger et al., 2007; Letiembre et
al., 2005).

En tant que bactérie a Gram positif, la paroi du pneumocoque est dépourvue de I’agoniste
canonique du TLR4, le lipopolysaccharide (LPS). En revanche, la pneumolysine du
pneumocoque a été montrée comme interagissant directement avec TLR4 et capable d'induire
I'aptotose des cellules I'exprimant de facon TLR4-dépendante (Srivastava et al., 2005). De plus,
il a été montré que, suite a une infection a S. pneumoniae (souche D39), des macrophages isolés
de souris TLR4" produisaient des taux moins élevés d’IL-18 (Malley et al., 2003), d’IL-1a et
d’IL-1B (Shoma et al., 2008) en comparaison avec des macrophages provenant de souris
contréles. En plus, McNeela et ses collégues ont montré que la sécrétion d’IL-1f induite par la
Ply recombinante en combinaison avec d’autres stimuli TLR, dont S. pneumoniae tuée par la
chaleur, ne requiert pas TLR4 (McNeela et al., 2010).

Globalement, les TLR-2, 4 et 9 jouent des roles importants dans la défense innée contre S.
pneumoniae (Figure C). La redondance de ces rbles est mise en évidence par la sensibilité
observée chez les souris MyD88” qui présentent une capacité abrogée a controler 1’infection

pulmonaire pneumococcique en comparaison avec les souris WT (Albiger et al., 2005).
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ii. Les récepteurs de type-NOD et les inflammasomes

- Les récepteurs de type-NOD (NLR)

Les NLRs sont des protéines cytosoliques qui reconnaissent des microbes et des signaux de
danger (Inohara et al., 2005). Les NLRs les plus caractérisés sont NOD1 et NOD2: NOD1
détecte I’acide diaminopimélique (DAP), principalement dans le peptidoglycane des bactéries a
Gram négatif (Chamaillard et al., 2003; Girardin et al., 2003a), alors que NOD2 se lie au
muramyl-dipeptide (MDP), le constituant majeur du peptidoglycane des bactéries a Gram positif
et négatif (Girardin et al., 2003b). Ainsi, il a pu étre montré in vitro que le pneumocoque
induisait l'activation du facteur de transcription NF-kB via le recrutement de NOD2 (Opitz et al.,
2004) (Figure C). De plus, il semble que la phagocytose et la "digestion™” intracellulaire de S.
pneumoniae dans des macrophages implique l'activation de NOD2 (Davis et al., 2011). La
reconnaissance du pneumocoque par NOD2 conduit a la production d'IFN de type | (Nakamura
et al., 2011) ainsi que de la chimiokine CCL2, une molécule impliquée dans le recrutement de
phagocytes notamment les macrophages. Dans ce contexte, il a pu étre montré une synergie entre
NOD?2 et certains TLRs dans la clairance de pneumocoque (Davis et al., 2011). Dans un modéle
de méningite a pneumocoque, les souris NOD27 présentent une réduction de I'inflammation
cérébrale (astrogliose et démyélinisation) et un maintien plus important de la barriére hémato-
encéphalique associé (Liu et al., 2010a). La stimulation in vitro de cellules de la microglie et
d'astrocytes provenant de souris NOD2™ par S. pneumoniae aboutit & une sécrétion réduite de

facteurs inflammatoires tels que le TNF-a, 1'IL-6 et la chimiokine CCL3.

- Les inflammasomes

Les inflammasomes sont des complexes multi-protéiques intracellulaires jouant un rdle dans la
maturation et la production des cytokines pro-inflammatoires IL-1p et IL-18 via l'activation de la
protéase caspase-1. L'activation de ces complexes se fait via le recrutement de 5 différents
récepteurs (NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2 et Pyrine) capables de former des inflammasomes
(\Voir détails dans le chapitre "Il11. L'inflammasome NLRP3"). Au cours de l'infection par S.
pneumoniae, il a pu étre démontré que les protéines NLRP3 et AIM2 participaient a la
reconnaissance de la bactérie (Figure C).

En effet, certains travaux avaient déja démontré dans les années 2000 que la pneumolysine (Ply)

bactérienne permettait d'induire la production d'IL-1p et d'IL-18 de facon dépendante de la
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caspase-1 (Koedel et al., 2002; Shoma et al., 2008). Le lien entre ces travaux pionniers et
I'inflammasome a pu étre établit plus réecemment via l'identification de la production d'IL-1p par
des macrophages et cellules dendritiques (DCs) de fagon NLRP3-dépendante en réponse a Ply
(McNeela et al., 2010). L'activation de I'inflammasome NLRP3 dans ce contexte s'explique par
la capacité de Ply a induire des pores au niveau de la membrane plasmique aboutissant a une
réduction de la concentration cytosolique en K* suffisante pour activer NLRP3 (Karmakar et al.,
2015; Munoz-Planillo et al., 2013). De plus, les souris NLRP3™ sont plus sensibles que les souris
contréles dans un modéle de pneumonie a pneumocoque (McNeela et al., 2010). Dans ce
modele, NLRP3 permet un contréle de la charge bactérienne au niveau des poumons ainsi que le
maintien de la barriéere alvéolo-capillaire (McNeela et al., 2010; Witzenrath et al., 2011). Il est
ainsi intéressant de noter qu'un facteur de virulence de la bactérie puisse également jouer un role
dans le développement de la réponse antibactérienne de I'hdte. Dans des modéles expérimentaux
de méningites a pneumocoque, NLRP3 semble plut6t jouer un rble délétere car les souris
NLRP3-déficientes affichent une pathologie moins sévere (histologie) et un score clinique réduit
(Hoegen et al., 2011). Enfin plus récemment, dans un modéle de kératite a S. pneumoniae, le
laboratoire d'Eric Perlman a montré le réle crucial de I'lL-1p produit par I'inflammasome NLRP3
dans la clairance du pathogene (Karmakar et al., 2015; Karmakar et al., 2016).

Il est également possible que d'autres inflammasomes jouent un réle dans la reconnaissance de S.
pneumoniae. En effet, les macrophages NLRP3™ infectés par le pneumocoque étant toujours
capables de produire des quantités détectables d'IL-1B, il est possible que d'autres
inflammasomes entrent en jeu dans cette synthese cytokinique. En accord avec cette hypothése,
des souris déficientes pour un adaptateur commun de la plupart des inflammasomes (ASC)
montrent une susceptibilité accrue aux souris contrdles et NLRP3” dans un modéle de
pneumonie a S. pneumoniae (Fang et al., 2011; Koppe et al., 2012).

Parmi les autres inflammasomes ASC-dépendants pouvant jouer un réle dans l'infection
pneumococcique, AIM2 semble étre un candidat intéressant. En effet, Fang et ses collégues ont
montré que des macrophages provenant de souris déficientes pour ASC présentent une
diminution significative de I’activation de caspase-1 ainsi que la sécrétion d’IL-1p et d’IL-18 en
réponse a S. pneumoniae (Fang et al., 2011). Les mécanismes moléculaires responsables de
I'assemblage de I'inflammasome AIM2 au cours d'une infection a pneumocoque sont a ce jour

inconnus. Toutefois, AIM2 reconnaissant principalement des motifs d'’ADN double brin, il est
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possible qu’une fois libérées dans le phagosome, certaines toxines bactériennes dont Ply puissent
entrainer la formation de pores et la déstabilisation de la membrane phagosomale, aboutissant a
la libération d’ADN bactérien dans le cytoplasme, et I’activation d’ AIM2.

Etant donné I'importance de I'lL-1p et de I'lL-18 dans la défense de I'h6te contre le pneumocoque
(Lauw et al., 2002; Zwijnenburg et al., 2003), il est tres important de mieux comprendre les
mécanismes moléculaires et cellulaires qui régulent I'activité des inflammasomes au cours de

I'infection par S. pneumoniae.

b. Les acteurs cellulaires de I'immunité innée

Au niveau des muqueuses, les cellules de I'immunité innée ont pour réle principal de contenir les
pathogenes grace a différentes populations présentant des spécialités fonctionnelles comme la
phagocytose (macrophages et neutrophiles) ou la production de médiateurs solubles capables de
réguler la réponse immunitaire (cellules NK). Ainsi, de part leur fonctions précoces, les cellules
de l'immunité innée permettent a I'n6te de gagner du temps afin de développer, si besoin, une

défense spécifique et adaptée au pathogene.

i. Les macrophages alvéolaires

Les macrophages alvéolaires (AMs) sont localisés dans les espaces aériens pulmonaires profonds
et ainsi représentent la premiere ligne de défense cellulaire contre les microbes (Sibille et al.,
1990). Ils jouent un role critique dans la défense de 1’hdte et le remodelage tissulaire (Lambrecht
et al., 2006). Les AMs expriment de nombreux PRRs pouvant reconnaitre des PAMPs a la
surface des micro-organismes tels que des toxines et des polysaccharides (Krutzik et al., 2004).
Dans des modéles expérimentaux de pneumonies a pneumocoques, les AMs sont capables de
contrdler I’infection jusqu’a un certain niveau et ainsi sont capables a eux seuls de prévenir le
développement de la pathologie (Dockrell et al., 2003; Knapp et al., 2003). La déplétion
spécifiqgue des AMs (souris transgéniques ou traitement avec des liposomes contenant du
chlodronate) augmente la susceptibilité des animaux a la pneumonie (Bewley et al., 2011;
Marriott et al., 2007). L’activité antibactérienne des AMs s’explique en grande partie par leur

grande capacité a phagocyter le pathogene. Si I’opsonisation des bactéries facilite la phagocytose
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par les AMs, la présence de la capsule polysaccharidique du pneumocoque limite de fagon trés
importante ce mode d’élimination. Toutefois, la phagocytose contre S. pneumoniae peut
s’effectuer indépendamment de I’opsonisation. Dans ce contexte, les « scavenger receptors »
MARCO et SRAI/II jouent un rdle tres important dans la phagocytose du pneumocoque pas les
AMs (Arredouani et al., 2004; Arredouani et al., 2006). En effet, les AMs déficients en MARCO
ont une capacité réduite a phagocyter S. pneumoniae. De méme, la clairance bactérienne du
pneumocoque est fortement réduite chez des souris MARCO™".

Toutefois lorsque la capacité seuil des AMs a phagocyter est atteinte, ces derniéres sont capables
de jouer des roles accessoires permettant de réguler la réponse inflammatoire anti-
pneumococcique. En effet, grace a leur capacité a produire de I’IL-1PB, les AMs induisent la
synthése de molécules chimio-attractantes (CXCL8) par les cellules épithéliales capables de
recruter d’autres cellules inflammatoires comme les polynucléaires neutrophiles (Marriott et al.,
2012). De plus, les AMs permettent de réguler I’inflammation au travers de leur capacité a
induire 1’apoptose et éliminer ces cellules apoptotiques (macrophages et neutrophiles) grace a un
mécanisme appelé « efferocytose » (Dockrell et al., 2001). Les AMs ont également la capacité
d’interagir avec les lymphocytes T conventionnels afin d’augmenter la clairance du
pneumocoque (Dockrell et al., 2012). Ces mécanismes de régulation négatifs sont trés importants
dans les phases de résolution de I’inflammation et permettent de limiter les dégats tissulaires

pouvant étre causés par I’hyper-inflammation dépendante des neutrophiles.

ii. Les neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles sont des cellules douées d’une activité bactéricide importante et
ont évolué afin de disposer d’un arsenal de stratégies et de mécanismes divers afin de combattre
au mieux les infections. Les neutrophiles sont des cellules effectrices terminales ayant une durée
de vie relativement courte. En conditions homéostatiques, les neutrophiles ne représentent
qu’une faible proportion des cellules immunitaires du poumon (< 2% dans les lavages broncho-
alvéolaires). Toutefois ces derniéres sont capables d’étre trés rapidement recrutées au site
infectieux notamment grace a leur séquestration importante dans les capillaires pulmonaires
(Yoshida et al., 2006). Comme indiqué précédemment, dans le cas de figure ou les AMs sont
incapables de controler I’infection a S. pneumoniae, les neutrophiles sont rapidement mobilisés

et jouent un rdle prépondérant dans 1’élimination du pathogéne. Le role fondamental des
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neutrophiles dans I’infection par S. pneumoniae a été observé il y a une vingtaine d’années par
des expériences montrant que (i) la déplétion sélective des neutrophiles entraine un defaut
important dans la clairance de la bactérie dans les poumons et que (ii) le transfert adoptif de
neutrophiles dans des souris neutropéniques restaure la défense de 1’hote (Garvy et al., 1996).
L’activité bactéricide des neutrophiles repose sur la capacité a phagocyter les bactéries mais
aussi grace a la sécrétion d’un large panel d’enzymes lytiques. Ces deux mécanismes sont
associés car une fois encapsulés dans les phagosomes, les neutrophiles peuvent tuer les bactéries
via des mécanismes oxydatifs (production d’espéces réactives de 1’oxygene) ou via la libération
de protéines antibactériennes (cathepsines, défensines, lactoferrine et lysozyme) contenues dans
les granules du neutrophile. Plus récemment, il a été démontré que les neutrophiles pouvaient
éliminer certains pathogénes extracellulaires comme S. pneumoniae en libérant des structures
appelées NETs (Brinkmann et al., 2004). lls sont composés de filaments d’ADN sur lesquels
sont attaches des histones, des protéines (cathepsines et lactoferrine) et des enzymes (€élastase et
myélopéroxydase) provenant des granules neutrophiliques (Brinkmann et al., 2004). Ainsi, les
NETs permettent d’immobiliser les pathogénes et donc de limiter la propagation de la bactérie
mais aussi de faciliter la phagocytose des bactéries piégées. De plus, les NETs seraient
également capables de tuer certaines bactéries grace aux histones et protéases présentes sur ces
structures (Phillipson et al., 2011). Toutefois, ce dernier mécanisme ne peut étre mis en jeu au
cours de D’infection pneumococcique via D’activit¢é endonucléasique d’une protéine de S.
pneumoniae (EndA) capable de cliver les NETs et permettre la libération des bactéries (Beiter et
al., 2006).

Une fois leur activité antibactérienne réalisée, 1’activité des neutrophiles doit étre finement
régulée afin de limiter la réponse inflammatoire. En effet, une fois activés, les neutrophiles
augmentent leur durée de vie et continuent ainsi a libérer des médiateurs inflammatoires comme
certains radicaux libres capables d’induire des dommages tissulaires importants. De plus, lorsque
les neutrophiles en fin de vie entrent en nécrose, cette derniére s’accompagne de la sécrétion des
granules pouvant également créer davantage de dégats tissulaires. Cette activation incontrélée
des neutrophiles peut aboutir a des complications fatales au cours des pneumonies a
pneumocoque comme le syndrome de détresse respiratoire aigue (Williams et al., 2014).

A cOté de leur activité antibactérienne directe, des évidences récentes suggeérent que les

neutrophiles sont capables de produire un large éventail de médiateurs inflammatoires comme
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des cytokines et/ou des chimiokines suggérant que ces cellules pourraient également jouer des
fonctions accessoires relevantes en regulant les fonctions d’autres populations immunes
(Mantovani et al., 2011). Dans ce contexte, de part leur nombre abondant suite a 1’infection
pneumococcique, il serait intéressant de mieux étudier cet aspect fonctionnel des neutrophiles

pour le moment sous-évalué.

iii. Les cellules Natural Killer

Les cellules Natural Killer (NK) sont des lymphocytes innés cytotoxiques connus pour produire
une fraction importante d’IFN-y au cours des infections par des bactéries a Gram positif (Dunn et
al., 1991). Les cellules NK sont tres rapidement recrutées dans les poumons a la suite d'une
infection a S. pneumoniae (Kawakami et al., 2003). L'activation des cellules NK repose sur la
reconnaissance sur l'effet stimulateur de I'lL-12p70 et de I'lL-18 (Chaix et al., 2008; Monteiro et
al., 1998) et aboutit a la production d’IFN-y. Les cellules NK ont été montrées comme étant la
source majeure d'IFN-y dans un modéle de méningite a S. pneumoniae (Mitchell et al., 2012).
Cette production est dépendante de I'lL-18 produite de fagon dépendante de ASC (Mitchell et al.,
2012). Toutefois les auteurs de cette étude n'ont pas identifié le récepteur responsable de
I'assemblage de cet inflammasome ASC-dépendant. De plus, une déplétion en IFN-y dans ce
modéle suggere que les cellules NK permettent le recrutement d'autres cellules effectrices telles
que les monocytes de fagon CCL2 dépendante (Mitchell et al., 2012). Les cellules NK étant
connues pour dialoguer avec de nombreux partenaires cellulaires jouant un role prépondérant
dans la réponse anti-pneumococcique tels que les DCs, les macrophages et les neutrophiles, il
serait intéressant d'étudier si ces interactions cellulaires sont mises en place dans la réponse de
I'néte contre S. pneumoniae. Les travaux du groupe de Porgador ont ainsi récemment démontré
que l'activation des cellules NK via NKp46 pouvait augmenter I'activité effectrice des AMs. De
plus, des souris déficientes pour le géne Ncrl codant pour NKp46 montrent une susceptibilité
accrue dans un modele de pneumonie a S. pneumoniae (Elhaik-Goldman et al., 2011). Toutefois,
les ligands de NKp46 mis en jeu au cours de l'infection par le pneumocoque restent a decouvrir
mais ne semblent pas étre dus a des composants structuraux de la bactérie.

Bien que jouant globalement un réle bénéfique dans I'infection pneumococcique, une étude a
toutefois pu démontrer que celles-ci pouvaient contribuer a la physiopathologie dans un modele
d'infection a pneumocoque chez des animaux immuno-déprimés (Kerr et al., 2005). Cet effet
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pourrait s‘observer dans un contexte ou l'activité des cellules NK ne serait plus régulée et

aboutirait a une amplification néfaste de I'inflammation locale (poumon) et systémique.

iv. Les « innate lymphoid cells » de type 3

Les « innate lymphoid cells » de type 3 (ILC3) constituent une population lymphocytaire innée
s’activant en réponse a des cytokines inflammatoires pour sécréter des cytokines de la famille IL-
17 (IL-17A et IL-22). Leur fonction dans la défense de 1’hdte contre les microbes et la réparation
tissulaire au niveau de la muqgueuse intestinale a déja été décrite (Spits et al., 2013). De facon
intéressante, notre laboratoire a pu démontrer la présence d’ILC3 dans la muqueuse pulmonaire
(Van Maele et al., 2014). Au cours de I’infection par le pneumocoque, les ILC3 pulmonaires sont
la source majoritaire d’IL-22 (Van Maele et al., 2014). Toutefois, la relevance physiologique de

cette production cytokinique par les ILC3 reste encore a démontrer.

2. L’immunité adaptative
a. Leslymphocytes T conventionnels

Les cellules T CD8* sont connues pour jouer un role dans la défense de 1’hdte contre les
microbes via la production d’IFN-y et/ou les effets cytotoxiques médiés par la sécrétion de
perforines et granzymes. Méme si les lymphocytes T CD8* jouent principalement un réle dans
I'éradication des bactéries intracellulaires, elles sont importantes dans la résistance contre une
infection létale par S. pneumoniae (Weber et al., 2011). En effet, la déplétion en lymphocytes T
CD8* chez des souris infectées par le pneumocoque provoque une réduction de la réponse
inflammatoire pulmonaire et une augmentation de la dissémination bactérienne (Weber et al.,
2011).

Les cellules T CD4" jouent également un rdle dans la résistance a la colonisation bactérienne en
favorisant le recrutement neutrophilique et la clairance bactérienne par les cellules Th17 CD4*
(Kadioglu et al., 2004). L'utilisation de souris déficientes en lymphocytes T CD4" a permis de
mettre en évidence le réle de ces dernieres dans la clairance du pneumocoque au niveau du
nasopharynx dans un modéle de colonisation (van Rossum et al., 2005). De plus, il a été montré

que la Ply participait a la clairance bactérienne dépendante des cellules T CD4" (van Rossum et
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al., 2005). Grace a l'utilisation de souches mutantes deficientes en Ply, son role dans la migration
des lymphocytes T CD4" vers le site infectieux a pu étre formellement démontré. De plus, les
lymphocytes T CD4" activés peuvent réguler positivement a leur surface des molécules co-
stimulatrices capables de générer des signaux positifs ou négatifs pour les lymphocytes B. Cette

fonction d™aide" médiée par les lymphocytes T CD4" stimule la différentiation des cellules B en

cellules plasmatiques sécrétrices d’immunoglobulines (Igs) (MacLennan et al., 2003).

b. Leslymphocytes B

La fonction principale des lymphocytes B est bien sar la production d'lgs. De facon naturelle au
niveau des muqueuses, les lymphocytes B sécréetent des IgA qui constituent une des premiéres
lignes de défense contre les pathogenes et toxines associées. La synthese d'lgA se fait
essentiellement indépendamment des lymphocytes T et requiére des signaux solubles (BAFF et
APRIL) produits par certaines sous-populations de DCs ou les cellules épithéliales. L'effet
protecteur des IgA s'explique par (i) leur capacité a empécher par géne stérique l'association
entre les pathogénes et certaines motifs d'ancrage a I'épithélium respiratoire et (ii) leur capacité a
former avec les bactéries commensales des bio-films empéchant la colonisation bactérienne. En
effet, I'infection de souris déficientes en IgA par S. pneumoniae résulte en une charge bactérienne
augmentée par rapport aux souris sauvages contréles (Fukuyama et al., 2010) malgré un taux
d'lgG spécifique important. Chez I'nhomme, la présence d'IgA spécifique anti-pneumocoque peut
étre rapidement détectée dans la sphére ORL a la suite d'une infection a pneumocoque (Wright et
al., 2012).

Certaines autres classes d'lg peuvent neutraliser la bactérie (opsonisation) et empécher sa fixation
sur ses cibles cellulaires, favorisant ainsi sa phagocytose (Cohen et al., 2011). Les antigénes
bactériens polysaccharidiques de la capsule de S. pneumoniae, peuvent atteindre les organes
lymphoides secondaires et se lier a la zone marginale des cellules B, via une réaction entre les
structures répétées de la capsule polysaccharidique et les récepteurs d’Igs a la surface des
cellules B (MacLennan et al., 2003). Toutefois, les vaccins polysaccharidiques sont
généralement connus pour induire une réponse immunitaire indépendante des cellules T
caractérisée par I’induction de faibles taux d’anticorps et I’absence de mémoire immunitaire,
raison probable pour laquelle les vaccins polysaccharidiques sont faiblement immunogeniques

chez les enfants (Timens et al., 1989). Bien que I’immunité humorale joue un réle important dans
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la défense de 1’hote contre les bactéries extracellulaires via la production d’anticorps, des etudes
ont suggéré que les cellules T sont suffisantes pour induire I’immunité contre le pneumocoque
selon un mécanisme indépendant de la production d’anticorps (Malley et al., 2005).

Toutefois, la production d'anticorps n'est pas la seule fonction relevante attribuable aux
lymphocytes B au cours de la réponse anti-pneumococcique. En effet les lymphocytes B sont
également capables de produire des cytokines inflammatoires telles que le TNF-a, I'IL-6 et I'lL-
1B en réponse au pneumocoque (Ku et al., 2007). Les cellules B peuvent également activer le
systeme du complément au cours de l'infection pneumococcique grace a I'expression des
récepteurs au complément CD21 et CD35 (Carrol et al., 2004).

3. Lescellules de I'immunité dite ""transitionelle"
a. Leslymphocytes T Natural Killer

Les lymphocytes T Natural Killer (NKT) représentent une population hétérogene de
lymphocytes T capables de s’activer rapidement et de produire des quantités importantes de
cytokines immuno-modulatrices de type Thl, Th2 et Th17 (Bendelac et al., 2007; Cerundolo et
al., 2009; Godfrey et al., 2004). Toutefois a la différence des lymphocytes T conventionnels, les
cellules NKT ne reconnaissent pas des Ags peptidiques mais des molécules longtemps
considérées par les immunologistes peu immunogeénes, les lipides et plus particulierement les
glycolipides (Kinjo et al., 2011). Ces Ags d’origine lipidique sont présentés au TCR des cellules
NKT par I'intermédiaire d’une molécule monomorphe apparentée au CMH de classe I, la
molécule CD1d. CD1d est exprimé de facon ubiquitaire par les cellules immunes et notamment
les cellules présentatrices d’Ag professionnelles comme les DCs. Via cette capacité a produire
rapidement ces cytokines, les cellules NKT permettent I’amplification et/ou la régulation des
réponses immunitaires innée/adaptative en induisant notamment la maturation des DCs (Chung
et al., 2004; Fujii et al., 2003) et en agissant sur les cellules NK (Carnaud et al., 1999), les
macrophages (Nieuwenhuis et al., 2002), les lymphocytes T yd (Paget et al., 2012), les
lymphocytes T conventionnels CD4" et CD8" (Singh et al., 1999; Stober et al., 2003) et les
lymphocytes B (Galli et al., 2007).

Dans ce contexte, plusieurs études ont montré que I’infection de souris déficientes en cellules

NKT de type | (souris Jo187) par S. pneumoniae a entrainé un défaut de la clairance bactérienne
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des poumons et une diminution de la survie des souris (Ivanov et al., 2012; Kawakami et al.,
2003; Nakamatsu, 2007). Cet effet protecteur semble étre principalement di a la production
d’TFN-y par ces dernieres. Les modalités d'activation des cellules NKT au cours de I’infection
par S. pneumoniae reste a ce jour assez controversées. Si l'importance de I'lL-12 produite par les
cellules présentatrices d'Ags dans la sécrétion d’IFN-y par les cellules NKT est plutdt bien
admise (Arora et al., 2014; Barthelemy et al., 2016; Brigl et al., 2011), I’importance de ligands
lipidiques portés par la bactérie reste débattue. En effet, si le groupe de M. Kronenberg a mis en
¢vidence la présence de diacylglycérol dans la paroi bactérienne capable d’activer les cellules
NKT de fagcon CD1d-dépendante (Kinjo et al., 2011), les résultats de notre laboratoire suggere
que I’activation in vivo des cellules NKT se fait de facon CD1d-indépendante (Barthélémy et al.,
2016). Les raisons de cette différence ne sont a I’heure pas connues mais la différence de
sérotypes utilisés entre les deux études (sérotype 3 vs sérotype 1) pourrait en partie expliquer ce
phénomeéne. De plus, il n’est pas clair si le glycolipide contenu dans la paroi bactérienne soit
accessible et en quantité suffisante pour étre chargé dans la poche hydrophobe de la molécule
CD1d et présenté aux cellules NKT. De plus, I’activation exogéne par un puissant ligand
spécifique des cellules NKT (I’a-galactosylceramide) permet de protéger les souris dans un
modeéle de pneumonie a S. pneumoniae (lvanov et al., 2012; Nakamatsu et al., 2007). Cet effet
protecteur est dépendant de ’IFN-y, de I’IL-17A et d’un recrutement important de neutrophiles
(lvanov et al., 2012).

En plus de leur capacité a produire des cytokines, les cellules NKT semblent également jouer un
réle dans la réponse anti-pneumocoque en assistant les lymphocytes B dans leur production
d’Igs spécifiques (Kobrynski et al., 2005; Miyasaka et al., 2013). Chez ’homme, une étude a
d’ailleurs démontré une corrélation positive entre le taux de cellules NKT circulantes et
I’efficacité de vaccination en réponse au vaccin polysaccharidique a 23-valence Pneumovax®
(Miyasaka et al., 2012). Sur cette base, plusieurs équipes tentent actuellement d’augmenter
I’efficacité vaccinale en incorporant a la formulation vaccinale des ligands spécifiques des
cellules NKT. Cette approche a déja permis d’obtenir une augmentation de la durée de vie des
lymphocytes B mémoires et une meilleure commutation isotypique (Bai et al., 2013; Deng et al.,
2014). D’autres approches devraient étre ainsi encouragées afin de profiter de cette fonction
« helper » unique des cellules NKT et développer de nouvelles stratégies vaccinales basées sur

I’activité de ces cellules dans des protocoles de vaccinations anti-pneumocoque.
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b. Les lymphocytes T invariants associés aux muqueuses

Les lymphocytes T invariants associés aux muqueuses (MAIT) sont des lymphocytes T non
conventionnels qui représentent entre 1% et 10% des cellules T dans la circulation périphérique
chez les humains (Treiner et al., 2003). Elles sont également retrouvées au niveau du foie, de
I’intestin et des poumons (Martin et al., 2009). Chez la souris, les cellules MAIT murines sont
localisées aussi au niveau des tissus lymphoides et mucosales mais leur fréquence est beaucoup
plus faible que chez I’homme (Tilloy et al., 1999). Le TCR invariant des cellules MAIT est
restreint aux antigénes présentés par la molécule MR1 (Treiner et al., 2003). Récemment il a pu
étre montré que les Ags reconnus par les TCR des cellules MAIT sont des dérivés de la synthese
de la vitamine B2 (riboflavine) (Kjer-Nielsen et al., 2012). A la différence des mammiféres,
certains micro-organismes possedent la machinerie enzymatique pour produire ces métabolites
activateurs suggérant que les MAIT ont probablement une fonction antimicrobienne importante.
Autre que la stimulation médiée par le TCR, les cytokines (IL-12, IL-1pB, IL-23) peuvent
amplifier ’activation des cellules MAIT (Chiba et al., 2012; Chua et al., 2012). Ainsi, les
cellules MAIT murines et humaines s’activent quand les cellules de I’hdte s’infectent par
certaines bactéries et levures, mais pas par les virus (Gold et al., 2010; Le Bourhis et al., 2010;
Le Bourhis et al., 2013). Cette activation est MR1-dépendante, et entraine la production de TNF-
a et d’IFN-y. Via la sécrétion d’IFN-y, les cellules MAIT peuvent inhiber efficacement la
croissance du BCG dans les macrophages (Chua et al., 2012).

Le mécanisme d’activation et les fonctions des cellules MAIT durant [D’infection
pneumococcique sont a I’heure actuelle totalement inconnus. Cependant certaines analyses
génomiques ont pu démontrer que de nombreux sérotypes de S. pneumoniae semblent posséder
I’artillerie enzymatique nécessaire a la synthése de ligands MR1 activateurs des cellules MAIT
(Lanie et al., 2007). Par ailleurs les streptocoques du groupe A semblent étre dépourvus de cette
voie de biosynthese (Beres et al., 2002; Ferretti et al., 2001) et ne sont pas capables d’activer les
MAIT (Le Bourhis et al., 2010). Ainsi au regard des fonctions des cellules MAIT (notamment la
production de cytokine comme I’IFN-y et ’IL-17A) et leur grande représentation chez ’homme,

I’étude de ces cellules lors de la réponse anti-pneumococcique devrait étre fortement encouragee.
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. Leslymphocytes T gamma-delta

A. Découverte et place des lymphocytes T y6 au sein de I’immunité

A la différence des autres populations de lymphocytes T non conventionnels (NKT et MAIT)
dont la découverte reste relativement récente, la premiere description d’une population
lymphocytaire exprimant un « T cell receptor » (TCR) différent du TCRaf3 des lymphocytes T
conventionnels date de plus de 30 ans (Borstet al., 1984). Initialement référencé sous le nom de
TCR T3, le laboratoire du Pr. M. Krangel définit pour la premiére fois sous le nom de
« lymphocytes T yo », une population de lymphocytes humains exprimant le TCR T3 en absence
d’expression d’'un TCRof3 (Brenner et al., 1986). Dans un contexte international ou les
immunologistes cherchent a distinguer des lignées et sous-populations de leucocytes homogenes,
un engouement tres rapide se met en place autour de cette population alternative de lymphocytes
T. Toutefois cette frénésie intellectuelle naissante pour les lymphocytes T yd s’essouffle peu a
peu avec le temps essentiellement lorsque la communauté scientifique associe des fonctions
biologiques souvent redondantes avec les lymphocytes T afS.

Toutefois, un regain d’intérét pour ces cellules est apparu au cours de cette derniére décennie.
Une multitude d’études ont ainsi étudié, chez ’homme ou dans des modeles d’animaux, le rdle
des lymphocytes T yd6 dans de nombreux types de réponses immunes amenant son lot de
controverses par rapport aux travaux pionniers et de nouveaux concepts parfois difficile a

intégrer philosophiquement pour une telle population lymphocytaire.

Le systeme immunitaire est souvent présenté comme une entité séparée en un systéeme
immunitaire inné et un systéme immunitaire adaptatif. Sur cette base archaique, il est difficile de
concevoir que la réponse immunitaire puisse étre un continuum. En effet, il devient de plus en
plus difficile de rester figer sur ce dogme centenaire et rigide. Si les acteurs cellulaires propres a
I’immunité innée ou adaptative possédent des caractéristiques distinctes et non redondantes les
unes des autres, il existe une troisiéme « famille » de leucocytes « hybrides » partageant a la fois
des caractéristiques et phénotypes de cellules innées et adaptatives. Ainsi ces cellules permettent
d’établir un lien concret entre I’immunité innée et adaptative. Ces lymphocytes T dits « non
conventionnels » (NKT, ydT et MAIT) forment ainsi un troisiéme « systeme » parfois appelé

immunité transitionnelle (Figure D).
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B. Développement et selection thymique des lymphocytes T yo

A la différence des lymphocytes Taf, nos connaissances sur le développement des lymphocytes
T vd sont relativement limitées et controversées (Ciofani et al., 2010; Lee et al., 2010). L’une des
explications est que ce processus semble beaucoup plus complexe. De plus, I’hétérogénéité de la

population yd provient de processus de développement nécessitant des signaux différents.

1.  Ontogénie et programmation fonctionnelle des lymphocytes T yd

A P’instar des lymphocytes T conventionnels off, les lymphocytes T y6 se développent dans la
grande majorité des cas dans le thymus a partir de précurseurs hématopoiétiqgues communs avant
leur migration vers la périphérie. L’ontogénie de ces cellules débute avant celle des lymphocytes
Tap. En effet les lymphocytes T yo représentent la majorité des lymphocytes T durant la vie
feetale. Chez la souris, leur développement s’effectue par vagues successives lors des derniers
jours de la vie embryonnaire. Ces vagues se caractérisent par I’émergence de sous-populations de
lymphocytes T 8 présentant des TCR particuliers et invariants (Vy5* (E13) puis Vy6'(E14))
(Carding et al., 2002) (Figure E). Ces populations vont ensuite peupler spécifiquement certains
tissus de I’organisme dans lesquels elles joueront des fonctions précises que nous détaillerons par
la suite (Chapitre 11.D).

Ce phénoméne particulier pourrait s’expliquer par la mise en place trés tot d’une programmation
fonctionnelle précise conférant a ces cellules des activités «innate-like ». Longtemps
controversée, cette hypothése a été étayée ces derniéres années par des études suggérant que
I’intensité des signaux recus par les TCRyo au cours de leur développement thymique influence
leur devenir fonctionnel (Haas et al., 2012; Jensen et al., 2009; Turchinovitch et al., 2011). Dans
ce contexte, il est a noter que les lymphocytes T y6 producteurs d’IL-17 (y3T17) acquierent cette
propriété avant méme le réarrangement de leur TCR, suggérant que 1’acquisition d’un tel
phénotype intervient de fagcon TCR indépendante (Haas et al., 2012). Toutefois, d’autres études
seront nécessaires afin de comprendre précisément les mécanismes moléculaires mis en place
dans la programmation fonctionnelle de certaines populations de lymphocytes T y6 murines.
Durant la période du post-partum, des lymphocytes T yd preésentant des TCRs plus variés
apparaissent comme les Vy1V&6 au niveau du foie, de la rate, du thymus et du sang ou bien les
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Vy4Vé4 dans les ganglions lymphatiques. Ces 2 populations commencent leur développement
autour de E16. D’autres populations telles que Vy7 se développent elles probablement dans la
mugqueuse intestinale aprés la naissance (Hayday et al., 2008).

Chez I’Homme aussi, le réarrangement des chaines de TCR v et o intervient au cours de la vie
embryonnaire (dés la 8°™ semaine de développement feetal dans le thymus et le foie feetal).
Toutefois ce processus est uniquement restreint a certaines régions variables comme Vy8, Vvy9,
Vyl11 et V32 (Catros et al., 2010). Au cours du dernier trimestre de grossesse, tout comme chez
la souris, une premiére vague de lymphocytes T yd migre vers la péripherie (foie, sang et
épithéliums) pour notamment former le répertoire Vy9Vd2, la population majeure de
lymphocytes T yd dans le sang circulant chez 1’adulte (50-90% des vd circulants). Apres la
naissance, d’autres réarrangements apparaissent faisant intervenir d’autres chaines telles que Vo1
et V33. Ces derniéres populations colonisent plutot les tissus et notamment les épithéliums
(Kalyan et al., 2013).

Dans le cas des cellules Taf, le développement thymique se caractérise par des sélections
positives puis négatives induits par des ligands endogénes, qui détermineront I’antigénécité des
lymphocytes T af et leur engagement vers la lignée CD4" ou CD8". Au contraire, la rencontre de
ligands n’est pas requise pour la maturation des lymphocytes T yé. En effet, les lymphocytes T
yd constituent une population de cellules effectrices innées ne nécessitant, qu’a certaines

exceptions, ni sélection positive, ni sélection négative TCR dépendante.

2. Sélection positive de certaines sous-populations de lymphocytes T yé

a. Les lymphocytes T Vy9V62 humains
Comme ¢énoncé précédemment, la population Vy9Vo2 représente la grande majorité du pool yd
dans le sang circulant mais aussi des lymphocytes T circulants (jusqu’a 5-6 % des CD3*). L une
des hypotheses a cette observation pourrait résulter d’une sélection périphérique post-natale de
ces cellules (Bonneville et al., 2006), une hypothése confortée par 1’apparition trés rapide chez le
nourrisson de marqueurs mémoires sur cette population. Il reste a comprendre quels sont les
¢léments responsables de cette acquisition rapide d’un phénotype effecteur mémoire. Le fait
qu’environ la moitié des Vy9Vd2 présents dans du sang de cordon expriment ces marqueurs

suggere que 1’apparition de ce phénotype est due a un contact chronique de ces cellules avec des
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ligands endogenes dans les stades trés précoces du développement prénatal plutdét qu’une
stimulation par des signaux environnementaux répétés (De Rosa et al., 2004). De plus, on
retrouve chez 60% de ces cellules en périphérie des réarrangements V(D)J conservés (segment
JyP), un phénotype non observé chez leurs analogues thymiques (Davodeau et al., 1993).
Drailleurs la présence de ces motifs conservés est probablement liée a la reconnaissance de
certains phosphoantigenes (PAgs) responsables de leur selection TCR dépendante en périphérie.
Récemment la découverte chez I’Homme de I’importance d’une molécule de la famille des
butyrophilines (BTN3A) comme intermédiaire de reconnaissance entre les PAgs et ’activité des
LT Vy9Va2 (Harly et al., 2012) pourrait suggérer un réle central de BTN3A comme « molécule
présentatrice d’Ag » dans la sélection positive des Vy9Vo2.

b. Les « Dendritic Epidermal T Cells » murines : Vy5Vé1*

Les DETCs constituent la premiére population de lymphocytes T y4 murins émigrant du thymus
pour coloniser la périphérie. Cette population possede un tropisme spécifique pour I’épiderme ou
elle constitue pres de 90% des lymphocytes T résidents (Bergstresser et al., 1985) qui seront
maintenues pendant la totalité de la vie de ’animal apres leur émigration du thymus et expansion
au niveau de la peau (Havran et al., 1990; Tigelaar et al., 1995).

La non-expression de butyrophilines chez la souris suggére un mode de sélection différent pour
les lymphocytes T yd murins. De fagon intéressante, la découverte de I’existence de molécules
apparentées aux butyrophilines chez la souris a permis de mieux comprendre la sélection
thymique des DETCs. En effet, Skintl, une molécule apparentée a la famille des butyrophilines,
est nécessaire a la sélection de ces derniéres (Barbee et al., 2011; Boyden et al., 2008).
L’engagement de Skintl par les Vy5V4é1l thymiques conduit a I’activation d’un mécanisme
dépendant du régulateur transcriptionnel Egr3 et aboutissant a 1’acquisition de la capacité a
produire de I’'IFN-y et la suppression de facteurs de transcription impliqués dans la réponse IL-17
tels que Sox13 et RORyt (Turchinovich et al., 2011). Toutefois, d’autres molécules non liées
phylogénétiqguement aux butyrophilines semblent jouer un rdle dans la détermination thymique
de la capacité des lymphocytes T yd a produire un spectre particulier de cytokines comme les
DETCs. En effet, I’engagement de la molécule CD70 par les Tyd exprimant CD27 leur confére la
capacité de produire de I’'IFN-y via I’induction de 1’expression du récepteur a la lymphotoxine 3

(Ribot et al., 2009). A I’inverse, une absence d’interaction conduit a 1’apparition d’un profil de
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cellules productrices d’IL-17 (Ribot et al., 2009). Une observation qui pourrait également
s’avérer vrai chez I’Homme notamment pour les Vy9Va2 (DeBarros et al., 2011).

La découverte d’analogues fonctionnels et structuraux de la butyrophiline chez la souris permet
ainsi d’ouvrir un champ de recherche intéressant pour mieux comprendre le développement des
voT murins notamment les sous-populations exprimant des TCR invariants. Par exemple, une
étude récente a démontré que le complexe hétérodimérique formé par les « butyrophiline-like »
Btlnl et Btln6 régule 1’expansion locale d’une population de YT invariante (Vy7Vd4) et résidant
dans les épithéliums du tractus digestif (Lebrero-Fernandez et al., 2016).

C. Topologie du TCRYd et reconnaissance antigénique

1.  Structure et steechiométrie du complexe TCRys/CD3

Tout comme les LTap, le TCR des lymphocytes T yd est composé d’un hétérodimére et d’un
complexe assurant la transduction du signal consistant en un dimere de CD3 (CD3ye et/ou
CD3d¢) et d’un homodimére TCR{. Ce TCR est important dans le développement de ces
populations ainsi que la maintenance du pool cellulaire en périphérie et, dans certains cas, leur
différentiation en cellules effectrices et mémoires au cours des réponses immunes. Ces TCR sont
géneérés suite a la recombinaison somatique de géenes codant pour les régions variables (V), de
diversité (D), de jonction (J) et les régions constantes (C). Toutefois, le nombre des segments V,
D et J est plus limité pour les LT yd que pour leurs homologuesafp. Geénéralement, les
populations y& sont nommeées en fonction de leurs régions V du TCR.

Toutefois, la steechiométrie du TCRyd semble différer du TCRaf. Plus précisément, alors que
les TCRap contiennent & la fois des diméres CD3d¢ et CD3ye, la plupart des TCRyd ne
contiennent que des diméres CD3ye (Hayes et al., 2002). L’utilisation d’approches de cytométrie
a permis de montrer que parmi les 3 hypotheses possibles, le complexe CD3/TCRyd murin
reposait sur un modele steechiométrique monovalent avec un ratio dimére CD3/TCRyd de 2:1
(Hayes et al., 2006).

Toutefois, il est surprenant que bien que présentant un modéle similaire au TCRap, la
transduction du signal en réponse a I’engagement du TCRyd soit supérieure a celle du TCRaf. Il

est ainsi possible (i) que le TCRyd soit capable de s’agréger ou de former des « clusters » a la
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surface, (ii) que la différence en composition des sous-unites CD3 favorise la signalisation
TCRyd-dépendante via le recrutement d’adaptateurs différents ou (iii) que des différences
intrinséques dans les voies de signalisation TCRof3 et TCRyd conduisent & un mécanisme dans

lequel le TCRYS est capable d’une meilleure signalisation.

2. Les ligands connus

L’une des grandes différences avec les TCRaf est que les TCRyd reconnaissent leur Ag sous
leur forme native et d’une diversité structurale plus importante que les Ags des TCRaf3. En effet,
a quelques exceptions clonales, le TCRyd ne reconnait pas ces Ags de facon dépendante des
molécules classiques du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Ainsi on peut spéculer
que le TCRyd reconnait ces Ags de fagon plus apparentée au BCR qu’au TCRaf. A I’heure
actuelle, la grande majorité des ligands proposés sont des molécules du soi le plus souvent
apparentées au CMH.

Les premieres études réalisées chez la souris se sont intéressées aux molécules apparentées au
CMH de classe | T10 et T22 (Ito et al., 1990; Schild et al.,1994). Bien qu’initialement décrites
pour activer certains clones spécifiques de LTyd murins, il semble pourtant que ces molécules
puissent activer une part non négligeable du pool y8T murin en périphérie (Crowley et al., 2000).
Il parait cependant difficilement concevable que des TCR exprimant des réarrangements tres
différents puissent avoir un répertoire antigénique similaire. L’une des explications est que ces
différentes populations possédent des motifs invariants au niveau de leurs boucles
« complementarity determining region » (CDR) (Shin et al., 2005). Plus récemment, la molécule
CD1d (connue pour présenter des Ags (glyco) lipidiques aux cellules NKT) a été proposée
comme étant capable de présenter des Ags du soi ou d’origine bactérienne (ex. cardiolipine) a
diverses populations de ydT spléniques (Dieudé et al., 2011). Cette capacité a reconnaitre des
Ags via CD1d avait d’ailleurs déja été suggérée il y a une dizaine d’années (Huber et al., 2003).
Toutefois a la différence des molécules T10 et T22, aucune donnée cristallographique n’est a
I’heure disponible pour valider cette interaction. Plus récemment, il a été suggéré que les LTyd
naifs en périphérie pourraient reconnaitre rapidement un antigéne spécifique, la phycoérythrine,
qui peut entrainer une réponse rapide se caractérisant par la production d’IL-17A (Chien et al.,
2013; Zeng et al., 2012).
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Chez I’Homme, la diversité des Ags reconnus par les TCRyd semble tout aussi importante que
chez la souris. Toutefois, il semble que la population majeure de LTyd retrouvée dans le sang
circulant (Vy9Vo2) reconnaisse de fagcon homogéne certaines molécules du soi ou du soi
« modifié » comme les PAgs. La structure méme de ces PAgs est importante pour leur
reconnaissance via le TCRVy9V32. En effet, plusieurs critéres sont indispensables a
I’antigénécité des PAgs comme leur taille (mono-méthyl phosphate), leur résistance a
I’hydrolyse, la longueur de la chaine alkényl (entre 2 et 5 carbones) et la présence d’autres
groupements chimiques (Belmant et al., 2000; Morita et al., 2001). Sur cette base, de nombreux
composés synthétiques ont pu étre élaborés (Tanaka et al., 2007) pour (i) mieux comprendre les
mécanismes de reconnaissance et (ii) tenter de manipuler ’activité yd a des fins thérapeutiques
(Voir Chapitre I1.E).Tout comme leurs analogues murins, il semble que certains clones
particuliers de LTy8 humains V381" soient capables de reconnaitre des Ags via la molécule CD1d
(Bai et al., 2012; Uldrich et al., 2013). De facon intéressante, ces TCR V381" semi-invariants
semblent reconnaitre CD1d indépendamment de la molécule présentée (a-GalCer et sulfatide)
suggérant une certaine auto-réactivité contre CD1d. La cristallisation du complexe TCRVy9V52
avec la molécule CD1d chargée avec du sulfatide démontrent bien la possible interaction des
TCRyd avec la molécule CD1d (Luoma et al., 2013).

3. Modalités de reconnaissance

Au vue de la grande diversité des Ags et des molécules impliquées dans 1’antigénécité des
TCRYyS, il est difficile de tirer un modéle consensuel de reconnaissance pour ces derniers et dans
ce contexte, une analyse au cas par cas est nécessaire.

Cette diversité peut s’expliquer par exemple par la topologie tres différente des boucles CDR des
TCRyd par rapport a celles des TCRaf3 mais aussi entre les différents TCRyd. En effet si les
boucles CDR3a et CDR3p, responsables de la grande majorité de I’antigénécité des TCRap,
sont de longueurs équivalentes permettant d’obtenir une structure plane favorable a la
reconnaissance des épitopes, les régions CDR3y et CDR36 sont de différentes longueurs
conférant une structure tortueuse conférant probablement des interactions inégales entre les 2
boucles CDR et suggérant ainsi des interactions TCRyd/ligand tres différentes d’un TCR a

[’autre.
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Chez la souris, la cristallisation de T22 avec un clone particulier de TCRyd a permis de mieux
comprendre les différences avec les complexes CMH/TCRaf. En effet la longueur de la région
CDR3s impose des contraintes spatiales ne permettant pas un « docking » du TCR de facon
parallele & la molécule T22 similaire au complexe CMH:peptide/TCRaf. En effet 1’interaction
se fait de facon angulaire (Shin et al., 2005). De plus, cette étude démontre également
I’importance de la boucle CDR36 par rapport a la boucle CDR3y dans I’antigénécité des TCRy®.
Chez ’'Homme, les modalités moléculaires de la reconnaissance antigénique par le TCR Vy9Vs2
a subi un essor récent grace a la découverte de I’'importance d’'un membre de la famille des
butyrophilines dans ce mécanisme, BTN3A. Cette découverte plus ou moins fortuite s’est
déroulé lors d’une étude in vitro visant a étudier 1’expression de BTN3A (ou CD277) sur des
cellules mononuclées de sang périphérique. En effet, ’utilisation d’un anticorps anti-hBTN3A
induisit la prolifération et I’activation spécifique des Vy9V 2 de fagon similaire aux PAgs (Harly
et al., 2011). Cette observation fut ensuite confirmée par des approches génétiques (Vavassori et
al., 2013). Intuitivement, il paraissait simple d’imaginer que BTN3A puisse agir comme une
molécule présentatrice d’Ag capable de capturer et présenter les PAgs aux lymphocytes T
Vy9V62 qui pourraient ainsi reconnaitre le complexe directement via leur TCR (Vavassori et al.,
2013). Toutefois les données actuellement disponibles ne semblent pas supporter cette
hypothese. En effet parmi les 3 isoformes de BTN3A seul BTN3A1 semble capable d’activer les
Vy9Va2 (Harly et al., 2011). Ainsi une attention particuliére fut portée sur le domaine
intracellulaire B30.2 de BTN3AL. De facon élégante, il fut démontré que le remplacement du
domaine intracellulaire de la forme non stimulatrice BTN3A3 par le domaine intracellulaire de
BTN3AI1 conférait I’activité activatrice de cette derniére a BTN3A3 (Palakodeti et al., 2012;
Rhodes et al., 2015). De facon intéressante, une affinité mesurable a pu étre mise en évidence
entre le domaine B30.2 et les PAgs conforme a des activités biologiques fonctionnelles
(Sandstrom et al., 2014). L’analyse de la structure de B30.2 montre la présence d’une poche
unique chargée capable d’interagir avec les PAgs (Sandstrom et al., 2014). Ainsi d’autres
modeles prédictifs furent proposés pour expliquer la reconnaissance du «complexe »
PAgs/BTN3AL par le TCRVYy9V32. Premierement il est possible que la liaison du PAg au
domaine intracellulaire de BTN3AL induise un changement conformationnel de ce dimeére
permettant I’exposition de I’Ag a la surface. Toutefois, I’expression de BTN3A1 dans des
cellules murines ne permettant pas d’induire une activité des Vy9Vo2 par les PAgs, il est tout a

27



Introdution - Chapitre Il

fait possible que d’autres intermédiaires moléculaires soient impliqués dans cette reconnaissance.
De plus, la transfection de cellules CHO de hamsters (contenant accidentellement le
chromosome humain numéro 6) avec BTN3A1 permet d’activer les Vy9Vo2 grace aux PAgs
(Riano et al., 2014) suggérant donc bien I’existence d’une ou plusieurs « protéine(s) X »

manquante(s) dans la reconnaissance antigénique des LT Vy9Va2.

D. Fonctions des lymphocytes T yo
Les lymphocytes T vd peuvent exercer divers rbles physiologiques, incluant I’immunité
protectrice contre les pathogénes intra- et extra-cellulaires, la surveillance anti-tumorale, la
modulation des réponses immunitaires innée et adaptative, la maintenance de la barriere

épithéliale et le remodelage tissulaire (Bendelac et al., 2001; Hayday et al., 2009) (Figure F).

1.  Cytotoxicité

Les lymphocytes T yd peuvent éliminer les cellules infectées ou transformées via différents
mécanismes incluant 1’engagement de récepteurs de mort cellulaire (CD95) ou de récepteurs
d’apoptose (NKG2D et TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)) qui entrainent par la
suite la production de molécules cytotoxiques telles que les perforines et les granzymes (Qin et
al., 2009).

De plus, la cytotoxicité des LTyd contribue a la clairance des pathogénes d’une fagon directe par
I’intermédiaire de la production de molécules lytiques ou bactériostatiques telles que les
granulysines et les défensines (Dudal et al., 2006), ou d’une fagon indirecte par 1’induction des
fonctions antibactériennes d’autres cellules immunitaires effectrices et des cellules épithéliales
(Hamada et al., 2008).

2. Laproduction de cytokines

Les lymphocytes T yd sont connus pour produire un spectre trés large de cytokines
immunomodulatrices leur permettant de jouer un r6le important dans de nombreux types de
réponses immunitaires (infections, cancer, inflammation, auto-immunité). Ainsi en fonction du
profil cytokinique sécrété, les LTyd peuvent jouer des rdles bénéfiques ou déléteres en fonction

du modéle d’étude.
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Par exemple, elles ont été identifiées comme la source majeure d’IL-17 dans des modeles murins
d’infections et de maladies auto-immunes (Bonneville et al., 2010). IL-17, qui est largement
produit par les lymphocytes T, est requis pour initier une réponse inflammatoire incluant la
maturation des neutrophiles et leur recrutement de la moelle osseuse (Stark et al., 2005). Si leur
capacité a produire de I’IL-17 en contexte infectieux est généralement bénéefique, les LTyd ont
été décrits pour jouer un role pathogénique dans le développement de diverses maladies auto-
immunes, telles que I’encéphalomyélite expérimentale auto-immune (EAE) (Lohr et al., 2006;
Sutton et al., 2006).

Par ailleurs, Ferrick et ses collegues (Ferrick et al., 1995) ont montré que les LTyd étaient la
source majeure d’IFN-y aprés infection par la bactérie Listeria monocytogenes. Dans le cancer,
la production d’IFN-y par les LTyd semblent également importante dans la régulation de la
réponse T CD8" (Gao et al., 2003). Elles produisent également de grandes quantités d’I1L-4 apres
I’infection par Nippostrongylus brasiliensis. Cette production est d’autant plus importante

qu’elle précede la réponse des lymphocytes Tap de plusieurs jours.

3. Présentation antigénique

Si le r6le des LTyd dans le développement de la réponse adaptative est clair via leur capacité de
produire des cytokines immuno-modulatrices et d’interagir avec d’autres populations immunes,
certains travaux suggérent que celles-ci pourraient étre impliquées directement via leur capacité
de présentation antigénique. En effet, sous certaines conditions in vitro, les LTyd semblent
capables d’exprimer des marqueurs caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de cellules
présentatrices d’Ag (APCs) (Cheng et al., 2008). Grace a I’acquisition de ces propriétés, les
LTyd pourraient migrer vers les ganglions pour présenter et éduquer les LT naifs CD4 et CD8
(Brandes et al., 2009). Toutefois la relevance biologigue in vivo de ces fonctions de présentation

antigénique reste encore a démontrer.

E. Utilisation des lymphocytes T y6 en immunothérapie
A travers leur implication dans diverses reponses immunitaires, de nombreux essais cliniques
visant a manipuler I’activité des LTyd ont été initiés. Ceci a pu étre rendu possible via le
développement d’analogues structuraux des PAgs présentant une plus grande affinité¢ pour le

TCRVY9V52 et une plus grande stabilité in vivo. De plus certaines drogues comme le
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zoledronate capables de moduler la voie de synthése des mévalonates permettent d’augmenter la
concentration intracellulaire de PAgs endogenes aboutissant a une activation et une expansion
importante des Vy9Va2*,

Ainsi deux approches sont possibles en immunothérapie : (i) L’injection in vivo de molécules
permettant une activation et expansion des LTVy9Vo2 chez les patients ou (ii) la ré-infusion de
LTVy9Va2 autologues préalablement amplifiés ex vivo. Ces deux approches ont pour le moment
été uniquement testées chez des patients présentant différentes formes de cancers.

Par exemple, une efficacité de 1’ordre de 50% a été observée dans un essai clinique utilisant le
Phosphostim™ pour induire I’expansion les LTyd chez des patients atteints de carcinomes
métastatiques rénales (Bennouna et al., 2008). De plus, chez des patients présentant un cancer du
sein a un stade avancé, 1’administration de zoledronate en combinaison avec une faible dose
d’IL-2 a permis une maturation des LT Vy9Vé2 chez tous les patients traités. La relation entre
les résultats cliniques et le nombre des LT Vy9Vo2 périphériques eétait proportionnelle.
Toutefois, les patients ne pouvant soutenir leur taux de LT Vy9Vé2 présentaient une
détérioration clinique progressive, alors que ceux qui conservaient des taux de LT Vy9Vo2
robustes ont présenté une stabilité ou une rémission partielle de la maladie (Meraviglia et al.,
2010). Une autre étude a méme montré une rémission compléte chez un patient présentant un
carcinome rénal avancé, suite a une thérapie basée sur I’injection de LTyd répétée pendant 6
mois. Ces derniéres ont été activées et amplifiées in vitro avec du zoledronate + IL-2 (Kobayashi
et al., 2010). Les réponses cliniques ont été corrélées avec une augmentation importante du
nombre des LT Vy9V62 producteurs d’IFN-y.

Toutefois, I’'une des limites a ces protocoles est 1’apparition dans le temps d’une anergie des
LTyd a la suite de stimulations antigéniques répétées. Par exemple, des réponses moins efficaces
ont été observées aprés I’utilisation répeétée du zoledronate et d’IL-2 pour le traitement de
patients atteints de cancer de prostate (Gober et al., 2003). Les thérapies ciblant les LTyd
aboutissent donc a des réponses a court terme dans des maladies a long terme. Afin de lutter
contre ce phénomene, Pauza et ses collegues (Pauzaet al., 2011) proposent un protocole
comprenant 1’ajout d’immunomodulateurs tels que la rapamycine, ce qui augmenterait le

rendement cellulaire tout en prévenant I’apparition des phénomeénes d’anergie (Li et al., 2011).
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F. Leslymphocytes T yd producteurs d’IL-17

1. Généralités

Tout comme les cellules NKT et les cellules lymphoides innées (ILCs), les LTyd sont capables
de produire de grandes quantités d’IL-17, une cytokine clé dans la régulation des réponses
immunitaires au niveau des muqueuses (Narita et al., 2010).

Toutefois, a la différence des lymphocytes T adaptatifs, la capacité des LT a produire de I’IL-17
est gouvernée par un programme de développement au niveau du thymus embryonnaire leur
conférant cette propriété fonctionnelle spécialisée (Haas et al., 2012). Ainsi le pool de ces
cellules est généré au cours de la vie feetale et est maintenu au cours de la vie par leur capacité a
s’auto-renouveler et posséder une longue durée de vie.

Ainsi chez la souris, les LTyd présentant un TCR Vy4 ou Vy6 sont spécialisés dans la synthése
de cette cytokine (O’Brien et al., 2009) et se caractérisent par 1’absence d’expression de la
molécule CD27 (Ribot et al., 2009). Si ces sous-populations jouent des fonctions protectrices
dans la plupart des modeéles infectieux au travers de leur capacité a produire cette cytokine et
induire le recrutement de populations effectrices telles que les neutrophiles, les LTyd17 peuvent
participer au développement de maladies auto-immunes comme dans des modeles de sclérose en
plaque (EAE) ou d’arthrite (arthrite induit par le collagéne). Dans le modele d’arthrite, la
déplétion des LT Vy4* induit une réduction des scores cliniques, en comparaison avec les souris

contréles, indiquant que ces LTyd17 contribuent a la pathologie (O’Brien et al., 2009).

2. Leslymphocytes T y§ CD3Pright
Récemment, une population de LTyd présentant un phénotype unique caractérisé par une forte
expression du complexe CD3 (CD319") et préférentiellement présente dans les poumons, a été

décrite chez la souris (Paget et al., 2015) (Figure 1).
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Figure 1: Profil en cytométrie (base sur [’expression de CD3 et TCRJ) et distribution des LTyo

CD39" muyrins dans les différents organes.

Ces cellules présentent un phénotype caractéristique de LTyd producteurs d’IL-17. Elles
expriment CD127 (récepteur a I’lL-7) a leur surface, sont négatives pour 1’expression de CD27
et NK1.1, et présentent un phénotype pré-activé (CD69") de cellules mémoires effectrices
(CD62'°%, CD44M9") (Figure 2). En plus, elles semblent équipées pour produire des cytokines de
type Th17, via I’expression constitutive des récepteurs pour I’IL-1 et I’IL-23. Les LTys CD3P1ion
expriment aussi le facteur de transcription RORyt (Figure 2) essentiel pour la production d’1L-17
(lvanov et al., 2006; Manel et al., 2008). Plus surprenant, elles expriment un TCR invariant

clonal Vy6Vé1 déja connu pour étre spécialisé dans la synthése d’IL-17A.
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Figure 2: Phénotype des LTyd CD3"9"vs LTyd conventionnels pulmonaires.
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De facon attendue, en comparaison avec les LTyd conventionnels, les LTyd CD3"9" sont plus

aptes a produire de I’IL-17A in vivo et in vitro (Figure 3).

IFN-y IL-17A
150+ 2000
Il Conventional 6 T cells
T 1500 T B co3™" 5 T cels
= 1001 =
(=% (=%
=~ 50 =
5004
Q J ! 0- Y
Media PMASionomycin Media EMAfionomycin

Figure 3: Production d’\FN-y et d’IL-17A par les LTyd conventionnels et CD3"9 aprés
stimulation par PMA/ionomycine. Les LTyd CD3®9" sont spécialisés a produire de I’1L-17,

contrairement a la population conventionnelle qui est capable de produire aussi de [’'1FN-y.

Le parall¢le avec ’Homme est toujours difficile a établir pour les études ydT chez la souris.
L’existence méme de LTyd17 chez I'Homme reste encore aujourd’hui trés controversée.
Toutefois, certaines études ont montré que sous certaines conditions de stimulation complexes
les LT Vy9V&2" sont capables de produire de I’IL-17 (Caccamo et al., 2011). Par ailleurs
I’utilisation de sang de cordon a permis de montrer qu’a I’instar de leurs homologies murines, les
LTyd pouvaient répondre a différentes cytokines comme I’IL-23, I'IL-1p et/ou I’'IL-7 pour
produire de I’IL-17A (Moens et al., 2011; Michel et al., 2012; Ness-Schwickerath et al., 2011).
Les LTyd sont précocement fonctionnelles en comparaison avec les LTaf3 chez les souris et les
humains, et I’'une de leurs fonctions majoritaires est de protéger les nouveau-nés (Gibbons et al.,
2009 ; Hayday et al., 2000; Ramsburg et al., 2003). Toutefois, nous avons été capables de mettre
en évidence une population dans le sang circulant de 40% de donneurs sains présentant ce méme
profil CD3"19" et dont le phénotype pourrait étre associé a une capacité a produire de I’IL-17
(CD127*, CD161%, IL-18R*, Vy9V52") (C. Paget, communication personnelle). Toutefois des

études plus poussées seront nécessaires pour établir un possible lien entre les deux populations.
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Ainsi, vu I’'importance des LTyd dans la production précoce d’IL-17 et son role dans le contréle
des infections, nous nous sommes posé les questions suivantes:

- Quelles sont les fonctions des LTy317 dans I’infection pneumococcique ?
- Comment peut-on manipuler/stimuler I’activité des LTyd producteurs d’IL-17 a des fins
thérapeutiques?
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I1l. L’inflammasome NLRP3

A. Généralites
Parmi les NLRs humains et murins décrits, il existe une sous-famille de protéines telles que
NLRP1, NLRP3 et NLRC4 formant des complexes multi-protéiques appelés inflammasomes.
Ces derniers sont caractérisés par la présence d’un motif NACHT (« nucleotide binding and
oligomerization domain ») et un nombre variable de motifs LRR (« leucine-rich repeat »),
entourés a ’extrémité N-terminale par CARD (caspase-activating recruitment domain) ou PYD
(pyrin domain) (Lamkanfi et al., 2012). D’autres PRRs non NLRs sont aussi capables de former
des inflammasomes, tels que pyrine et AIM2 (« absent in melanoma 2 »).
Les inflammasomes peuvent s’activer de deux fagons dites (i) « canonique » aboutissant a la
conversion de la procaspase-1 en sa forme active caspase-1 ou bien (ii) «non-canonique »
stimulant I’activation de la procaspase-11. Les caspases 1 et 11 appartiennent a une famille de
protéases conservées. Ces deux enzymes induisent une forme de mort cellulaire appelée
«pyroptose », toutefois seule la caspase-1 permet la production des formes bioactives des
cytokines pro-inflammatoires IL-1p et IL-18 (Lamkanfi et al., 2014).
Les inflammasomes canoniques recrutent et activent la caspase-1, directement ou via
I’adaptateur ASC (Apoptosis-associated speck-like protein) (Broz, et al., 2010b; Van
Opdenbosch et al., 2014), aboutissant au clivage des pro-cytokines pro-IL-1p et pro-IL-18 en
cytokines biologiquement actives IL-1p et IL-18 (Guo et al., 2015).
Les inflammasomes sont exprimés par les cellules de la lignée myéloide (Guarda et al., 2011).
Dans ce contexte la grande majorité des études sur la fonctionnalité de ces plateformes multi-
protéiques se sont focalisées sur les macrophages et les cellules dendritiques. Par exemple, les
inflammasomes NLRP1, NLRC4 et AIM2 s’activent dans les macrophages murins suite a une
stimulation par la toxine de Bacillus anthracis (Boyden et al., 2006), ou des infections par
Salmonella Typhimurium (Chen et al., 2014) et Mycobacterium bovis (Yang et al., 2013). De
méme, 1’inflammasome NLRP3 est connu pour étre exprimé par les macrophages, les monocytes
et les DCs (Guarda et al., 2011; Zhong et al., 2013), et sera activé suite a un stimulus
inflammatoire.
Toutefois, des études récentes suggerent que d’autres populations immunes pourraient présenter

des inflammasomes fonctionnels comme les polynucléaires neutrophiles. La capacité de ces
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derniers a produire de I’'IL-1B avait originellement été associée a I’activité enzymatique de
certaines serines protéases neutrophiliques (Karmakar et al., 2012; Schreiber et al., 2012).
Toutefois, d’autres études ont récemment suggéré que les neutrophiles sont capables de cliver la
pro-IL-1B indépendamment des protéases, et qu’ils peuvent exprimer des inflammasomes
fonctionnels tels que NLRC4 (Chen et al., 2014) et NLRP3 (Karmakar et al., 2015; Karmakar et
al., 2016). Si la fonctionnalité de ces inflammasomes au sein des neutrophiles parait bien établie,
les mécanismes responsables de leur activation restent encore mal compris et divergents dans des
modeles similaires (Karmakar et al., 2015; Karmakar et al., 2016). De plus, la relevance de ces
inflammasomes neutrophiliques dans la régulation des réponses immunitaires nécessite des

études plus poussées.

B. Modalités d’activation des inflammasomes
L’activation de I’inflammasome NLRP3 requiert 2 signaux: un stimulus activant le NF-kB et
aboutissant a I’expression de pro-IL-1p et de NLRP3 (Bauernfeind et al., 2009), et un deuxiéme

stimulus nécessaire pour 1’assemblage de 1’inflammasome (Lamkanfi et al., 2012).

1.  Le«priming » des inflammasomes (signal 1)

Le stimulus de “priming” de I’inflammasome NLRP3 peut avoir lieu via des récepteurs dont le
signal peut activer le facteur de transcription NF-kB, tels que des ligands de TLRs, de NLRs et
des récepteurs aux cytokines (TNFR, IL-1R) (Bauernfiend et al., 2009; Franchi et al., 2009)
(Figure G). Les taux cellulaires de NLRP3 peuvent présenter un facteur limitant pour
I’assemblage de I’inflammasome (Bauernfiend et al., 2009). Cependant, 1’étape de « priming »
est nécessaire non seulement pour induire I’expression de pro-IL-1B mais aussi pour augmenter
les taux de NLRP3. Par contre, les autres composants de I’inflammasome tels que procaspase-1,
ASC et pro-IL-18 sont présents a des concentrations adéquates a 1’état basal (Franchi et al.,
2009; Schroder et al., 2012).

Les TLRs peuvent reconnaitre certaines molécules pathogéniques conservées qui activent NF-xkB
via un signal de priming de I’inflammasome NLRP3 (Akira et al., 2006). Un second signal

conféré par des agents tels que I’ATP, les toxines bactériennes entrainant la formation de pores et
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certaines particules sera nécessaire pour 1’activer (Bauernfeind et al., 2009; Bauernfeind et al.,
2011; Juliana et al., 2012; Schroder et al., 2012).

Des NLRs résident dans le cytosol et peuvent s’activer en réponse a des ligands microbiens qui
puissent acceder au cytosol ou & des facteurs de virulence tels que les toxines bactériennes,

entrainant ainsi le priming de I’inflammasome (Franchi et al., 2012).

2. Assemblage et activation des inflammasomes (signal 2) (Figure H)

a. NLRP3

L’inflammasome NLRP3 s’assemble quand le domaine PYD de NLRP3 entre en interaction avec
le PYD d’ASC pour recruter la caspase-1. Cet inflammasome s’active grace a des signaux
d’origine microbiennes (toxines bactériennes, virus et champignons), des cristaux, ou des
signaux de danger (« DAMPs ») tel que I’ATP (Lamkanfi et al., 2012) (Figure G). La détection
de ces stimuli ne se fait pas de facon directe. Plusieurs hypotheses ont été émises concernant le
mécanisme d’activation du NLRP3. Tout d’abord, le stress oxydatif semble jouer un réle
prépondérant dans 1’activation de 1’inflammasome NLRP3 notamment dans les pathologies
inflammatoires. En effet, certaines toxines et particules (amiante, cristaux) influencent la
concentration d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) intracellulaire. Ainsi lorsque le niveau de
ROS atteint un certain seuil, celui-ci induit une dissociation du complexe « thioredoxin-
interacting protein » (TXNIP) aboutissant a sa liaison au domaine LRR de NLRP3 conduisant &
son activation (Zhou et al., 2010). Par ailleurs, il semblerait que 1’inflammasome puisse s’activer
suite a une réduction de la concentration cytosolique en potassium (K*) via la capacité de
nombreuses toxines a former des pores au niveau de la membrane plasmique (Munoz-Planillo et
al., 2013). Dans cette famille, nous pouvons par exemple citer la pneumolysine de Streptococcus
pneumoniae (McNeela et al., 2010).

I1 a été montré que I’activation de I’inflammasome NLRP3 peut se faire aussi par des particules,
comme la silice, et peut entrainer la production d’IL-1p et le développement de I’inflammation
pulmonaire (Cassel et al., 2008; Halle et al., 2008). Des alarmines telles que I’IL-1a et 1’IL-33
sont produits rapidement apres 1’instillation de silice. Une fois I’IL-1a ou I’IL-1B recombinante

est ajoutée sur des macrophages provenant de poumons de souris traitées par la silice, ceci
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induisait une production d’IL-1B d’une fagon dépendante. Une augmentation de la production

d’IL-1B a été aussi observée quand 1’IL-33 est ajoutée (Rabolli et al., 2014).

b. AIM2
L’inflammasome AIM2 est un membre cytoplasmique de la famille des «hematopoietic
expression, interferon-inducible, nuclear localization » (HIN). Sa strucuture consiste en une
partie N-terminale PYD et un motif C-terminal HIN200. Ce dernier peut se lier a de I’ADN
double brin (Schroder et al., 2009) et recruter ASC via une interaction de type PYD-PYD. ASC
est ensuite capable de se lier a la procaspase-1 et induire son activation. Ceci aboutit & la
sécrétion d’IL-1P et d’IL-18 actives. L’expression d’AIM2 est induite par les interférons de type
| et I1, qui jouent notamment un réle important dans la défense contre les infections virales. D’un
point de vue mécanistique, I’inflammasome AIM2 peut s’activer par du matériel génomique
provenant de Francisella tularensis, L. monocytogenes ou encore de I’ADN viral (ex.

cytomégalovirus) (Jin et al., 2012).

c. Pyrine

L’inflammasome pyrine est le dernier membre de la famille « inflammasome » & avoir été décrit
(Broz et al., 2016). Tout comme NLRP3, pyrine détecte la présence de pathogenes indirectement
via des modifications au niveau des protéines intracellulaires de 1’héte. Plus précisément, il
répond a Dactivité enzymatique de certaines toxines bactériennes ainsi qu’a certaines
modifications des Rho GTPases cytosoliques (Xu et al., 2014). La déplétion du géne Mefv
codant pour pyrine aboutit a une diminution de I’infiltration des cellules inflammatoires et rend
les animaux déficients plus susceptibles a I’infection par Burkholderia cenocepacia (Gavrilin et
al., 2012; Xu et al., 2014).

d. NLRP1et NLRC4
Contrairement aux autres membres de la famille «inflammasome », NLRP1 et NLRC4 (ou
IPAF) ne requiérent pas 1’adaptateur ASC pour activer caspase-1. En effet, NLRP1 et NLRC4
possédant un domaine CARD peuvent directement interagir avec le domaine CARD de la
procaspase-1 (Guey et al., 2014; Van Opdenbosch et al., 2014). Via son activitée, NLRP1 joue un

réle protecteur dans I’infection par Bacillus anthracis. Les souris NLRP1-déficientes sont ainsi
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plus susceptibles a I’infection que les souris WT contréles (Terra et al., 2010). Un réle protecteur
de I’inflammasome NLRP1 a été suggéré aussi au sein d’une infection orale parasitaire par
Toxoplasma gondii (Ewald et al., 2014).

L’inflammasome NLRC4 a été décrit pour s’assembler en réponse a la flagelline bactérienne
(Zhao et al., 2011). Il joue lui un role dans la défense contre certaines bactéries telles que
Salmonella Typhimurium ; Kupz et ses collégues ont montré que 1’IL-18 produit par les cellules
dendritiques, suite a I’activation de NLRC4 au cours de I’infection par S. typhimurium, est
important pour activer les cellules T CD8" et leur production d’IFN-y (Kupz et al., 2012).
L’inflammasome NLRC4 est aussi impliqué dans la réponse contre d’autres bactéries telles que
Legionella pneumophila (Case et al., 2009), Listeria monocytogenes (Wu et al., 2010),
Pseudomonas aeruginosa (Miao et al., 2008).

C. Inflammasomes et Infection

1. L’inflammasome NLRP3

Les inflammasomes ont été décrits comme étant importants dans la réponse contre divers
pathogénes bactériens, viraux et fongiques.

Salmonella typhimurium est une bactérie qui a été montrée pour activer I’inflammasome NLRC4
(Franchi et al., 2006; Miao et al., 2006). Toutefois, Broz et ses colléegues ont montré que suite a
I’infection par Salmonella, une production d’IL-1f dépendante de I’inflammasome NLRP3 peut
étre observée dans les stades précoces de I’infection (Broz et al., 2010a). Ainsi, les souris
déficientes a la fois pour NLRP3 et NLRC4 sont plus susceptibles a I’infection que les souris
déficientes pour 1’'une de ces protéines, montrant des roles parfois redondants des
inflammasomes durant I’infection.

La nature redondante des inflammasomes a été aussi décrite durant I’infection par
Listeria monocytogenes. En effet si une activation des inflammasomes NLRC4 et AIM2 a déja
été observée dans ce modele (Warren et al., 2008; Wu et al., 2010), I’inflammasome NLRP3
s’active egalement en réponse aux dommages de la membrane phago-lysosomale causés par la
toxine listériolysine O de Listeria (Wu et al., 2010).

Le role de I’inflammasome NLRP3 a été aussi décrit dans de nombreuses autres infections

bactériennes. Ainsi Streptococcus pyogenes, Vibrio spp. et Staphylococcus aureus peuvent
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activer I’inflammasome NLRP3 selon un mécanisme dépendant de la streptolysine O (Harder et
al., 2009), des hémolysines et des toxines (Toma et al., 2010) ainsi que des lipoprotéines
bactériennes (Munoz-Planillo et al., 2009). Neisseria gonorrhoeae peut aussi induire la
production d’IL-1f via I’inflammasome NLRP3 selon un mécanisme qui dépend du facteur de
virulence lipo-oligosaccharide (Duncan et al., 2009).

Des études ont également montré 1’activation de 1’inflammasome NLRP3 en réponse a des virus
tels que le virus influenza A. En effet, I’infection par influenza in vitro de macrophages et de
DCs dérives de souris déficientes pour certains composants de I’inflammasome NLRP3 entraine
une réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires (Allen et al., 2009; Ichinohe et
al., 2009; Thomas et al., 2009). De plus I’infection in vivo par ce virus chez ces souris aboutit a
une diminution du recrutement des neutrophiles et des monocytes (Allen et al., 2009; Thomas et
al., 2009). Ceci s’accompagne notamment d’une nécrose épithéliale qui était plus marquée chez
les souris déficientes pour NLRP3 (Thomas et al., 2009).

Enfin, ASC et NLRP3 sont impliqués dans le contréle de la dissémination fongique et la survie
de I’héte chez des souris infectées par Candida albicans (Gross et al., 2009; Hise et al., 2009;
Joly et al., 2009). Les souris déficientes pour ASC et NLRP3 présentent une survie réduite et une
augmentation de la charge fongique suite a I’infection par C. albicans due a un défaut de
production d’IL-1f (Gross et al., 2009; Hise et al., 2009).

2. Lesautres inflammasomes

Plusieurs études ont montré I’implication des inflammasomes AIM2 et NLRC4 en réponse a
I’infection par Listeria (Kim et al., 2010; Wu et al., 2010). Par exemple, I’inflammasome
NLRC4 est impliqué dans la détection de la flagelline de Listeria (Warren et al., 2008).
L’inflammasome AIM?2 était capable d’activer la caspase-1 et d’induire la production d’IL-18
suite a I’infection par Listeria (Kim et al., 2010; Rathinam et al., 2010; Sauer et al., 2010; Wu et
al., 2010). Des macrophages provenant de souris AIM27 et infectés par Listeria ont montré une
réduction du clivage de la caspase-1 (Rathinam et al., 2010; Wu et al., 2010) ainsi que de la
maturation d’IL-1P et de sa production (Rathinam et al., 2010).

Un rdle important de I’inflammasome NLRC4 a été aussi décrit dans le contexte d’infection par
Legionella spp. (Pereira et al., 2011) ou les souris NLRC4” présentaient des charges

bactériennes plus élevées dans leurs poumons.
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Via sa capacité a reconnaitre de I’ADN cytosolique, AIM2 est impliqué dans la réponse contre le
cytomégalovirus (CMV). En effet, des souris déficientes pour AIM2 et infectées par CMV
présentent des taux réduits d’IL-18 sériques. Ce phénotype corréle avec une réduction de la
production d’IFNy par les cellules NK, connues pour jouer un réle important dans 1’élimination
des cellules infectées par ce virus (Rathinam et al., 2010).

La lyse cellulaire induite par I’activation NLRP1 joue un rdle protecteur chez les rats et réduit la
mortalité suite a I’infection par B. anthracis (Newman et al., 2010). Les spores de B.
anthracis sont aussi capables d’induire une activation de la caspase-1 via NLRP1in vivo

conférant ainsi une protection aux souris (Terra et al., 2010).

D. Polymorphisme des inflammasomes et maladies auto-inflammatoires
CAPS (Cryopyrin-associated periodic syndromes) est un ensemble de pathologies auto-
inflammatoires causées par des mutations au niveau du géne NIrp3, englobant le FCAS (familial
cold auto-inflammatory syndrome), le MWS (Muckle-Wells syndrome) et le NOMID (neonatal
onset multisystem inflammatory disease). Ces syndrémes se manifestent généralement au cours
de I’enfance et se caractérisent par des fiévres fréquentes et récurrentes, des éruptions cutanées,
ainsi qu’une inflammation au niveau des articulations et des yeux. Ces symptémes font suite a
une activation spontanée de NLRP3 et la production non régulée d’IL-1p. Ainsi, la maladie peut
évoluer vers des formes sévéres allant jusqu’a la perte de 1’audition, un retard de croissance voire
la mort (Aganna et al., 2002; Rigante et al., 2014). Une thérapie anti-1L-1 s’est avérée bénéfique
pour traiter le CAPS (Hoffman et al., 2008; Lachmann et al., 2009) montrant ainsi le role central
de I’IL-1 dans la progression de la maladie.

Cependant, 1’utilisation de modéles animaux montre que la neutralisation de I’TL-1p et I’'1L-18 ne
protége pas complétement les symptémes du FCAS (perte du poids et mortalité). Par ailleurs, la
déficience en caspase-1/11 protége quasi-totalement contre 1’inflammation de peau, la perte du
poids et la splénomégalie (Brydges et al., 2013). Ceci suggere qu’en plus de I’'IL-1p et de I’'IL-
18, la pyroptose pourrait aussi jouer un réle dans la pathologie du FCAS (Brydges et al., 2013).

11 faut noter que des mutations au niveau d’autres inflammasomes peuvent aussi causer certaines
maladies auto-inflammatoires (telles que la fievre méditerranéenne familiale due a une mutation
dans le géne Mefv codant pour la pyrine), ainsi que des maladies auto-immunes (maladie de
Crohn, arthrite rhumatoide) (Saavedra et al., 2015).
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IV. L’interleukine-7 : Une cytokine homéostatique de choix pour

booster les réponses IL-17 innees.

A. Généralites
L’IL-7 a été identifié depuis longtemps comme étant une cytokine homéostatique majeure
impliquée dans la survie de différentes populations de LT. Pas seulement les LTap
conventionnels, mais aussi les LTyd, les cellules NKT et aussi les ILCs.
L’IL-7 fait partie d’une famille de cytokines signalant via un récepteur composé d’une sous-unité
commune, la chaine gamma (yc ou CD132). Cette famille comprend les cytokines IL-2, IL-4, IL-
7, IL-15 et IL-21, dont les récepteurs partagent la chaine yc associée a une chaine a spécifique
pour chaque cytokine. Deux exceptions existent pour les récepteurs a I’IL-2 et a I’IL-15 qui
présentent aussi une troisieme chaine B (CD122) (Rochman et al., 2009) (Figure I). Le récepteur
a I’l1L-7 est composé d’une chaine a (CD127).
Les fonctions physiologiques de I’IL-7 ont été principalement décrites dans le développement
des lymphocytes B et T, et plus tard le développement et le maintien de la plupart des
populations lymphocytaires au niveau périphérique (von Freeden-Jeffry et al., 1995). Une
déplétion des lymphocytes T se traduit par une augmentation des taux d’IL-7 suggérant un réle
de cette derniere dans la régenération de ces cellules (Napolitano et al., 2001).
A TI’homéostasie, la présence d’IL-7 a été détectée dans les tissus stromales, comprenant les
cellules épithéliales du thymus et de la moelle osseuse (Sakata et al., 1990; Wiles et al.,
1992). L’1L-7 peut également étre produit par I’épithélium intestinal, les kératinocytes, le foie et
les cellules dendritiques (Fry et al., 2002).
De fagon intéressante la comparaison des phénotypes entre les souris IL-77 et IL-7Ra”
indiquent des différences dans le compartiment lymphocytaire T. Chez les souris IL-77, la
cellularité dans le thymus est réduite d’environ 20 fois, alors que chez les souris IL-7Ra™", la
réduction observée n’est que de 0.01 a 10% par rapport a des souris contrdles (Fry et al., 2002).
Le développement des lymphocytes T af a toutefois lieu chez les souris IL-7Ra™, mais ces
cellules ne semblent pas étre fonctionnelles. Ces travaux suggérent donc que d’autres molécules

pourraient utiliser la chaine o du récepteur a I’IL-7. En effet, I’IL-7 partage la sous-unité o de
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son récepteur avec une autre cytokine, la « thymic stromal lymphopoeitin » (TSLP), jouant un

role important dans 1I’inflammation au niveau des muqueuses comme 1’asthme.

B. L’utilisation de I’IL-7 en clinique
Au regard de I'importance de I’IL-7 dans le développement et 1’homéostasie des populations
lymphocytaires, ’utilisation de cette cytokine en clinique chez des patients présentant des
lymphopénies chroniques de diverses étiologies (cancer, infections virales) fut rapidement

considérée.

1.  Données précliniques

Cette possibilité fut étayée dans différents modeles précliniques montrant que 1’administration
d’IL-7 recombinante chez des animaux traités avec différents immunosuppresseurs ou dans des
modéles de greffe de moelle favorisait la reconstitution du compartiment immun (Fry et al.,
2001; Morrissey et al., 1991). II est important de noter que cet effet s’explique principalement
par un effet d’amplification du pool de lymphocytes T en périphérie et indépendamment du
thymus. De plus, I’activité reconstituante de I’IL-7 a pu étre démontrée comme surpassant celle
d’autres cytokines homéostatiques comme 1’'IL-15 ou le FLT3L (Alpdogan et al., 2005; Fry et
al., 2001). Au-dela de son activité de reconstitution du pool lymphocytaire, 1’administration
d’IL-7 en contexte vaccinal semble également augmenter la qualité de la réponse T Ag
spécifique et la survie du pool T mémoire (Melchionda et al., 2005; Nanjappa, et al., 2008). Le
moment de I’administration semble d’ailleurs jouer un réle important dans ces phénomenes. Son
effet sur le développement de la réponse spécifique est essentiellement observeé lorsque 1’IL-7 est
co-administré avec le vaccin, alors que son effet sur la réponse mémoire est surtout observable si
I’TL-7 est injecté au cours de la phase de contraction de la réponse T CD8".

En contexte infectieux, I’administration de 1’IL-7 semble avoir aussi des effets bénéfiques. En
effet, le traitement avec de 1’IL-7 de souris infectées par LCMV augmente la clairance virale des
animaux, un effet reposant sur son effet modulateur sur certains facteurs suppressifs comme PD-
1 et SOCS3 au sein des lymphocytes T mais aussi 1’induction de la production d’IL-22
(Pellegrini et al., 2011). L’IL-7 semble aussi jouer un rdle modulateur intéressant dans certains
modeéles de chocs septiques. Méme s’il pourrait sembler contre-intuitif qu’une déficience en

lymphocytes T aggrave la physiopathologie d’un choc septique, I’administration d’IL-7, dans un
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modele de ponction caecale, permet d’inhiber I’apoptose des lymphocytes T, d’augmenter la
migration des leucocytes vers le site inflammatoire et de réduire la charge bactérienne (Unsinger
et al., 2010). Méme si ces données suggérent un role bénéfique de I’IL-7 en contexte d’infection
bactérienne, il reste clairement a démontrer son activité dans un mod¢le d’infection bactérienne

spécifique non polymicrobienne.

2. Etudes et essais cliniques

Les premieres études utilisant de I’'IL-7 pour administration humaine ont utilisé une IL-7
recombinante humaine (IL-7rh) produite par Escherichia coli. Toutefois, les essais ultérieurs ont
eu recours a de I'lL-7rh produite dans les cellules eucaryotes reproduisant avec plus d’exactitude
les profils de glycosylation présents dans la protéine naive et diminuant aussi les risques de
développement d’Ac anti-IL-7rh. Jusqu’a présent, plusieurs essais cliniques basés sur
I’administration d’IL-7 ont été initiés dans le monde chez des patients ayant subits une
transplantation de cellules souches hématopoiétiques, atteints de cancer, de lymphocytopénies
idiopathiques ou d’infections chroniques virales (HIV, HBV et HCV) (Mackall et al., 2011).
Dans tous ces essais, I’IL-7rh a été administré de fagcon sous-cutanée, a des doses variant de 3 a
60 pg/kg et allant d’une a 8 doses. A 1’exception de quelques effets secondaires communs
(fievre, léger malaise), I’IL-7rh est globalement bien toléré. Aucune toxicité aiglie n’a été
observée dans les protocoles basés sur I’administration de I’TL-7rh.

Dans la premiere étude, I’'TL-7rh a été administré chez 16 patients atteints de cancers chimio-
résistants tous les 2 jours pour une durée de 14 jours. L’IL-7 a induit une diminution transitoire
du nombre des lymphocytes circulants les premiers jours aprés 1’administration, probablement
due au recrutement de ces cellules vers les tissus. Dans les jours suivants, une augmentation
dose-dépendante des lymphocytes T CD4" et CD8" circulants a pu étre observée avec un pic a
J21. Cet effet a de plus perduré 8 semaines apres 1’arrét du traitement. 1l est important de noter
que I’administration d’1l-7 a été associée a une augmentation de la taille des organes lymphoides
secondaires comme la rate ou les ganglions lymphatiques, ainsi qu’une augmentation importante
de I’activité métabolique au niveau de ces sites (Sportes et al., 2008). Méme si la demi-vie de
I’IL-7rh mesurée est relativement courte (6-10h), les effets biologiques persistent dans le temps

(Sportes et al., 2010). L’IL-7 étant connue pour se lier a certains composants de la matrice
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extracellulaire, les effets persistants de la thérapie par I’IL-7rh peuvent étre dus a une saturation
du compartiment tissulaire, suivie par une libération lente de la cytokine.

L’IL-7rh a été aussi testé dans des modéles d’infections virales chroniques. Ainsi 18 patients
atteints d’une infection par HIV ont regu une seule dose d’IL-7 (Sereti et al., 2009). Cette étude a
confirmé que I’IL-7rh induisait une lymphopénie précoce, suivie par une augmentation
significative des nombres des LT CD4* et CD8" a partir de J4 suivant I’administration de 1’IL-7
et qui persistait jusqu’au 14°™ jour. Etant donné que les taux d’IL-7rh au niveau du sérum
présentaient un pic 4h apres son administration et que la demi-vie de I’IL7 est courte, les
résultats confirment que les effets biologiques de I’IL-7rh continuent méme apres que les taux
sériques de la cytokine reviennent a la normale. Dans une autre étude ou I'IL-7rh a été
administré en 8 doses tous les 2 jours chez 14 patients atteints de HIV, une augmentation des
nombres des lymphocytes T ainsi qu’une expansion des T naifs et mémoires a été observee
(Levy et al., 2009). Malgré des augmentations transitoires de la réplication du virus, les taux
d’IL-2 et d’IFN-y obtenus in vitro en réponse a des antigenes viraux a été augmentée chez 4
patients ayant suivi la thérapie indiquant une amélioration significative de I’immunité antivirale.
De facon similaire, un essai chez un patient atteint d’une leuco-encéphalopathie multifocale
progressive associée a une leucopénie CD4" idiopathiques a montré une reconstitution
immunitaire précoce suite au traitement par 1’IL-7rh (Patel et al., 2010).

Ces essais cliniques ont également mis en évidence des effets de I’'TL-7 sur la lymphopoiese des
lymphocytes B. Si I’administration de I’'IL-7rh aboutissait a des effets négligeables sur les
lymphocytes B matures circulants, des augmentations transitoires du nombre de lymphocytes B
immatures ont été notées dans 2 études (Sereti et al., 2009; Sportes et al., 2010). L’IL-7rh
pourrait ainsi induire une prolifération précoce de lymphocytes B au niveau de la moelle associée
a I’apparition d’hématogones, des précurseurs médullaires de la lignée B (observés généralement
suite a la reprise d’une chimiothérapie intense) pouvant étre confondus avec des cellules

malignes en microscopie.

C. Nouveaux outils biologiques renforcant I’innocuité et P’activité
biologique de I’IL-7
Comme pour de nombreux autres composés, les molécules bioactives nécessitent au préalable un

accord par des instances nationales et internationales pour leur utilisation chez I’homme.
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L’approbation de cette utilisation repose principalement sur [’innocuité du composé.
L’alourdissement des mesures permettant 1’obtention de ce sésame provient essentiellement des
¢tudes cliniques utilisant 1’TL-2, approuvé par la FDA (Food and Drug administration) dans le
traitement de métastases entre 1992 et 1998. En effet, si I’'IL-2 joue un role bénéfique lorsqu’il
est injecté a fortes doses, de nombreux effets secondaires séveres ont été rapportés (Atkins et al.,
1999; Rosenberg et al., 1998). La necessité de fortes doses pour obtenir un effet biologique
s’explique par la faible durée de demi-vie de I’'IL-2 in vivo. De nombreuses études ont visé a
résoudre ce probleme et un protocole développé au début des années 90 a semblé apporter une
solution au probléme de toxicité de I’IL-2. Bien que paradoxal, 1’établissement d’un complexe in
vitro avant administration entre 1’IL-2 recombinante et un Ac neutralisant monoclonal (ACm)
spécifique permet d’augmenter 1’innocuité de la molécule ainsi que son efficacité (Phelan et al.,
2008). En effet, Il a été montré que le complexe IL-2/ACm améliore I’activité de I’'TL-2 in vivo
en augmentant la demi-vie de la cytokine et en favorisant la liaison de la cytokine a son
récepteur. Cette stratégie de complexe «cytokine/ACm » a par la suite pu étre démontrée
efficace sur I’activité d’autres cytokines comme 1’1L-3, IL-4, IL-6 ou IL-7 (Boyman et al., 2006;
Finkelman et al., 1993). Toutefois les mécanismes expliquant cette efficacité difféere d’un
complexe a I’autre en fonction de I’isotype utilisé.

Afin d’améliorer I’efficacité de I’IL-7, la cytokine est administrée sous forme de complexe avec
un ACm (clone : M25; 1gG2b de souris) chez la souris (Boyman et al.,, 2008; Finkelman et al.,
1993). Ainsi le complexe IL-7/M25 présente une activité biologique in vivo 50 a 100-fois plus
importante que celle de I’'IL-7 seule. Une fois injectée chez la souris, 1I’IL-7 posséde une demi-
vie d’environ 2h, alors que celle du complexe IL-7/M25 est de 24h (Boyman et al., 2008; Bui et
al., 1994). De plus, le complexe IL-7/M25 induit une signalisation intracellulaire plus forte et
prolongée via le récepteur a I’IL-7. Ceci est en partie d0 a I’inhibition de la down-régulation de
CD127 (IL-7Ra) induite par I’'IL-7 seule. L’injection répétée d’IL-7 pendant 24h présente méme
une efficacité moins importante qu’une seule injection du complexe IL-7/ M25.

L’explication a cette activité augmentée semble résider dans le domaine Fc de 1'IgG. Cette
fraction possede en effet des propriétés pharmacocinetiques uniques se répercutant sur 1’activité
de la cytokine associée. Certaines populations immunes telles que les macrophages et les DCs
expriment a leur surface des récepteurs aux fractions Fc des IgG (FcyR) pouvant capter et

impacter positivement sur la présentation du complexe cytokine/ACm (Bergtold et al., 2005).
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Un autre récepteur aux fragments Fc pouvant jouer un rdle dans 1’activité du complexe est le
récepteur Brambell ou récepteur Fc néonatal (FCRn). Ce récepteur permet de fixer les complexes
au niveau des endosomes et les recycler vers ’espace extracellulaire, empéchant ainsi sa
dégradation et prolongeant sa durée de vie in vivo (Roopenian et al., 2007). L’expression du
FcRn est essentielle au maintien d’une durée de vie normale pour M25 et donc I’efficacité du
complexe IL-7/ M25. Une autre approche utilisant une protéine de fusion entre I’IL-7 et la région
Fc de M25 augmente également la durée de vie par rapport a I’IL-7 seule mais reste toutefois
moins efficace que le complexe IL-7/M25 (Martin et al., 2013) suggérant qu’il existe un
mécanisme additionnel indépendant de I’interaction FcRn-Fc.

En effet il semble que la partie Fab de M25 ait également un role a jouer dans 1’activité¢ du
complexe. Ainsi, plusieurs injections d’un complexe IL-7/M25-Fab permettent d’obtenir un effet
similaire a celui d’une dose unique d’IL-7/M25. Ceci suggere que la fixation du Fab de M25 sur
la cytokine modifie son activité biologique. Toutefois, il est a noter qu’il faut augmenter de 12
fois la quantité d’IL-7 dans le protocole IL-7/M25-Fab pour obtenir un effet comparable a IL-
7/M25 (Martin et al., 2013). Ces résultats mettent ainsi en évidence le r6le primordial de
I’interaction entre Fc et FCRn pour améliorer 1’effet des complexes.

Enfin, il semble que la séquestration de la cytokine bioactive par son récepteur soit une limite a
son efficacité. Initialement, ce mécanisme a été décrit comme étant propre au complexe IL-
2/ACm via I’existence de 2 sous-unités a dans la structure du récepteur a IL-2 (Krieg et al.,
2010; Letourneau et al., 2010). Pourtant un mécanisme similaire a été mis en évidence pour le
complexe IL-7/ACm. Toutefois, parmi plusieurs clones anti-IL-7 testés, seul le clone M25 est
capable de neutraliser la fixation de I'IL-7 a son récepteur (Martin et al., 2013). Via cette
propriété, la présence du M25 empéche I’IL-7 de se fixer a son récepteur et prévient donc la
down-régulation de ce dernier ainsi que sa « consommation » par le récepteur. Cette compétition
entre CD127 et M25 prolonge ainsi I’interaction entre 1’'IL-7 et I’IL-7R dans le temps. En
adéquation avec cela, I’utilisation du complexe IL-7/M25 permet de réduire de 50% la down-
modulation de I’IL-7R (Martin et al., 2013).

En conclusion, cette approche devrait étre encouragée dans des modeéles physiopathologiques

pré-cliniques et cliniques.
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D. Relation entre I’IL-7 et ’homéostasie des populations lymphoides

innées productrices d’IL-17

L’IL-7 est une cytokine abondante au cours de la période néonatale. De plus, de nombreuses
populations lymphocytaires innées spécialisées dans la production d’IL-17 sont exclusivement
dérivées de progéniteurs feetaux pendant cette méme période. L’implication de I’IL-7 sur le
développement des lymphocytes adaptatifs est connue de longue date que ce soit pour leur
développement ou leur maintien en périphérie. Le lien avec les populations productrices d’1L-17
est lui plus récent. En effet, I’IL-7 semble favoriser I’expansion de lymphocytes T Th17 dans un
modele murin de sclérose en plaques (EAE), ainsi qu’au cours d’une étude clinique chez des
patients atteints de scléroses en plaques (Liu et al., 2010b).

Toutefois la contribution de I’'IL-7 dans le développement et les fonctions des populations
lymphocytaires innées est beaucoup moins connue. L’IL-7 est connue pour jouer un réle critique
pour le développement des LTyd. En effet, 2 études de Maki et al. (Maki et al., 1996) et He et al.
(He et al., 1996) ont pu montrer qu’une déficience pour le récepteur o de I’IL-7 (CD1277)
perturbaient grandement le répertoire y5 en périphérie. Ces souris présentaient une absence de
LTyd dans la peau, le foie, I’intestin et la rate. Ceci s’expliquant par un défaut de développement
des LTyd au niveau du thymus indiquant que la signalisation par I’IL-7Ra est indispensable dans
Ce processus.

Si nous savons depuis plus de 20 ans que I’IL-7 joue un role crucial dans leur développement, les
effets de I’IL-7 sur les LTyd en périphérie ne sont connus que depuis trés récemment.
L’administration d’IL-7 induit 1’expansion préférentielle in vivo des sous-populations de LTyd
CD27-, une sous-population comme vue précédemment associée a une production importante
d’TIL-17A (Figure J). De plus dans un modéle de réponse immunitaire simple utilisant un
agoniste TLR, le blocage du récepteur a I’'lL-7 entraine une abrogation quasi-totale de
I’expansion des LTy317, tandis que celle du pool de LTyd producteurs d’TFN-y reste inchangée
par rapport aux souris contrbles (Michel et al.,, 2012). Le blocage de I’IL-7R inhibant le
développement de lésions inflammatoires dans des maladies auto-immunes telles que 1’arthrite
rhumatoide (van Roon et al., 2005), la sclérose multiple (Haas et al., 2011) ou le psoriasis
(Bonifati et al., 1997), il est possible que ces effets reposent, au moins en partie, sur une
dérégulation de I’activité des LTyd17. Toutefois, I'utilisation de I’IL-7 comme « booster » des

réponses IL-17 induites par les LTyd17 n’a jamais été testée. Ceci pourrait d’ailleurs étre
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intéressant a évaluer dans des mod¢les d’infections bactériennes dans lesquelles cette cytokine
joue un role bénéfique avéré. A l’instar des LTyd, une sous-population particuliére de
lymphocytes NKT est capable de produire préférentiellement des cytokines de type Thl7
(Michel et al., 2007). A la différence des lymphocytes NKT « conventionnels » dont la survie
dépend de I’'TL-15 (Gordy et al., 2011), les cellules NKT productrices d’IL-17 ne requierent pas
la présence de I’IL-15 pour leur survie. Par contre, I’'IL-7 semble étre est une cytokine
indispensable a leur maintien en périphérie (Webster et al., 2014) (Figure J). Enfin, les MAIT,
une troisieme population de lymphocytes T non conventionnels est connue pour produire de
grandes quantités d’IL-17 (Le Bourhis et al., 2011). Dans ce contexte, I’IL-7 au niveau hépatique
semble «eduquer » les MAIT pour leur permettre de produire des quantités plus importantes
d’IL-17 (Tang et al., 2013). Les ILC3 sont également capables de produire des cytokines de type
Th17 (Colonna et al., 2009). De fagon similaire aux lymphocytes T non conventionnels, la
déficience en IL-7 impacte négativement sur I’homéostasie des ILC3 intestinales mais sans effet
majeur sur les ILC1 (Satoh-Takayama et al., 2010).

Ainsi un lien universel semble exister entre I’IL-7 et I’homéostasie des populations
lymphocytaires innées productrices d’IL-17. Ceci nous permet egalement de mieux comprendre
le tropisme préférentiel de ces cellules pour les muqueuses, un tissu riche en IL-7 produit par
I’épithélium et les cellules stromales. Toutefois, aucune étude n’a pour le moment tenté de tirer a
profit cette particularité a des fins thérapeutiques. En effet, il paraitrait intéressant de tenter de
« booster » le pool de cellules innées productrices d’IL-17 via 1’administration d’IL-7 afin de

prévenir certains types d’infections bactériennes au niveau des muqueuses.
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Figure A: Structure de la paroi des bactéries a Gram positif. Les bactéries a Gram positif
possedent une membrane lipidique unique entourée par une paroi cellulaire composée d’une

couche épaisse de peptidoglycane et d’acides lipotéichoiques.
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Figure B: Représentation de la surface cellulaire pneumococcique.
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Figure C: Présentation des PRRs impliqués dans la reconnaissance de S. pneumoniae. Des
composants de la paroi cellulaire du pneumocoque et PLY sont reconnus par TLR2 et TLR4
respectivement. S. pneumoniae est internalisée par les cellules phagocytaires et dégradée dans les
phagosomes entrainant la libération du peptidoglycane bactérien et d’acides nucléiques. L’ADN
non méthylé contenant du CpG est détecté par TLRY dans les endosomes, alors que d’autres
composants bactériens peuvent avoir acces au cytosol dd a la rupture de la membrane dépendante
du PLY. L’ADN pneumococcique est détecté par AIM2. Les TLRs, ainsi que NOD2, stimulent la
production de cytokines dépendantes du NF-«kB, telles que le TNFa, I’IL-6, le KC et le pro-1L-1p.
TNFa, IL-6 et KC sont produits aprées translation, alors que la production d’IL-1f requiert un
deuxieme signal. Les inflammasomes NLRP3 et AIM2 sont activés par PLY et I’ADN bactérien
respectivement, entrainant le clivage du pro-I1L-1 en IL-1f3 mature.

52



Introduction - Figures

Adaptive immunity

Innate immunity o —
(slow response)

(rapid response) _ ol -

Y8 T cel o iy ‘
/\ \\. ) /_,. | ».\ \,“‘l:\
v’ Q’ ""‘ ! \ :'\ /) .“VI
VAN B

- R

\ ‘/o Vi —‘\\\\ |
(™ |
@ [\C)‘>
T cedl cell

|
J

° ] | | \
\ “..0' | '; \

“\

..‘_’_

Natural /
T cel o cOaey/

Dranoff et al., Nature Reviews Cancer 2004

Figure D: Réponse immunitaire innée et adaptative. La réponse immunitaire innée agit comme
premiére ligne de défense contre I’infection. Elle est représentée par des facteurs solubles, tels que
les protéines du complément, et divers composants cellulaires dont les granulocytes (basophiles,
éosinophiles et neutrophiles), les mastocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et les
lymphocytes Natural Killer. La réponse adaptative est plus lente a se mettre en place, mais présente
une spécificité et une réponse mémoire plus importantes. Elle est représentée par les anticorps, les
cellules B et les lymphocytes T CD4* et CD8". Les cellules T Natural killer et gamma-delta sont

des lymphocytes présents a I’interface entre I’immunité innée et adaptative.
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Figure E: Ontogénie des lymphocytes T yd. Les cellules T gamma-delta sont exportees a partir
du thymus a des périodes définies du développement feetal et néonatal, et migrent ensuite et
peuplent différents tissus épithéliaux chez les animaux adultes.
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Figure F: Fonctions des cellules T gamma-delta. Les cellules T gamma-delta peuvent avoir un
role central important dans la défense de 1’hdte contre une large gamme de stress stériles ou
infectieux. Ce role est atteint via 6 mécanismes. 1- Les lymphocytes T yd peuvent directement
lyser et éliminer les cellules stressées ou infectées suite a la production de granzymes. 2- Elles
peuvent produire des cytokines et des chimiokines leur permettant de réguler d’autres cellules
immunitaires et non-immunitaires. 3- Elles peuvent aider les cellules B et promouvoir la
production d’IgE. 4- Elles peuvent présenter des antigénes pour le priming des cellules T af3. 5-
Elles peuvent jouer un rdle dans la maturation des cellules dendritiques. 6- Elles peuvent réguler
la fonction des cellules stromales via la production de facteurs de croissance.
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Figure G: Activation de P’inflammasome NLRP3. L’activation de la caspase-1 par
I’inflammasome NLRP3 requiert deux signaux. Le signal 1, induit par des motifs microbiens
conservés ou certaines cytokines, est nécessaire pour la surexpression des protéines NLRP3 et pro-
IL-1pB. Le signal 2 induit la formation d’un complexe multi-protéique nommé inflammasome. Ce
signal 2 est induit par certaines bactéries telles que S. aureus, S. pyogenes, S. pneumoniae et V.
cholerae via la synthése de différentes toxines spécialisées dans la formation de pores a la
membrane plasmique. D’autres toxines bactériennes telles que la toxine cholérique, le virus
influenza, Candida albicans ou de I’ARN bactérien cytosolique peuvent induire 1’activation de
I’inflammasome NLRP3.
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Figure H: Présentation des inflammasomes actuellement caractérisés. En fonction du
stimulus, des inflammasomes particuliers sont assemblés pour recruter et activer la pro-caspase-1,
aboutissant & la maturation et la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1f et IL-18 ainsi
que I’induction de la pyroptose.
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Figure I: Les récepteurs a I’interleukine-2 (IL-2), IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21 et de la
lymphopoiétine stromale thymique (TSLP). L’IL-2 et I’IL-15 sont les seules cytokines
possedant un récepteur a 3 sous-unités. Les récepteurs de ces 2 cytokines partagent la chaine y
commune avec les autres interleukines de cette famille, et les récepteurs a 1’IL-7 et au TSLP
partagent I’IL-7R alpha. La chaine y commune aux différents récepteurs de cette famille recrute
Janus kinase 1 (JAK1) et JAK3. Le recrutement et la phosphorylation des facteurs de transcription
STAT principaux pour chaque voie sont représentées en gras.
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Figure J: L’IL-7 favorise I’homéostasie et I’expansion des lymphocytes T yo et NKT
producteurs d’IL-17.
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Objectif

Mon projet de these avait pour but principal d’étudier les fonctions mais aussi les mécanismes
d’activation des lymphocytes T y6 producteurs d*IL-17 (avec un intérét particulier pour la sous-
population CD3"9") au cours de réponse immunitaire de I’hdte dans un modéle d'infection
respiratoire & S. pneumoniae.

Notre hypothese de travail suggérant un role bénéfique et protecteur de I'lL-17 dans notre modéle
d'étude, nous avons eu pour ambition de moduler I'environnement pulmonaire afin d'obtenir
une meilleure réponse IL-17 au moment de I'infection. Pour cela, nous avons utilisé une approche
prophylactique, basée sur I'utilisation de I'lL-7, une cytokine récemment démontrée comme jouant
un réle important dans I'homéostasie et l'activation des populations immunitaires innées

productrices d'IL-17 comme les lymphocytes T v6 et les lymphocytes NKT.

Mon projet de thése a ainsi pour ambition de mieux comprendre les mécanismes cellulaires
et moléculaires sous-tendant la synthese d’IL-17 par les lymphocytes T innés dans les
premiers stades de I'infection a pneumocoque afin de proposer et/ou développer, dans le
futur, de nouvelles stratégies prophylactiques/thérapeutiques basées sur le ciblage de
populations lymphocytaires innées productrices de cette cytokine comme les lymphocytes T

Y.
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Matériels et Méthodes

Souris

Des souris wild-type males C57BL/6J de 8 & 12 semaines ont été achetées de chez Janvier (Le
Genest-St-Isle, France). Les souris C57BL/6J TCRS-KO (Tcrd+), IL-17A-KO (1117a7), NKT type
I-KO (Jal8"") et RORYT-eGFP ont été élevées a Iinstitut Pasteur de Lille. Les souris C57BL/6J
IL-1R1-KO (111r17") et IL-23p19-KO (1123p197") ont été élevées a 1’université d’Orléans (INEM,
CNRS UMR 7355, Orléans, France). Les souris C57BL/6J NIrp3”, Asc’, Caspl/11” et
Tnfrsfla’ ont été élevées a 1’université de Gand (Campus VIB). L’élevage a été réalisé dans des

conditions “pathogen-free”.

Echantillons humains
Le sang périphérique a été collecté d’individus sains non-fumeurs. Un consentement explicatif
écrit a été recu par les participants avant leur inclusion dans I'étude, selon le comité d'éthique sur

les expérimentations humaines.

Réactifs et Anticorps

Les anticorps anti-IL-1B, anti- Ly6G (NIMP-R14), anti-TNF-o (XT3.11) et leurs isotypes
contrbles ont été achetés de chez Bio X Cell (Etats Unis) ou R&D (Lille, France). Les anticorps
monoclonaux murins contre CD45 (conjugué a I’ APCCy7, BV421, FITC, AF700, PeCy7 ou PE),
CD3 (conjugue au Pacific Blue ou PerCPCy5.5), TCRS (conjugué au PerCpCy5.5), TCRp
(conjugué au FITC, V450 ou APC), NK1.1 (conjugué au PeCy7, PE ou FITC), Ly6G (conjugué a
I’APC-Cy7, AF700 ou FITC), CD11b (conjugué au PerCPCy5.5 ou FITC), Siglec F (conjugué au

Pe-CF594 ou BV421), CD11c (conjugué a I’APC ou FITC), MHCII (conjugué a I’AF700 ou
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FITC), CD4 (conjugué au PE, efluor 450 ou PerCPCy5.5), CD127 (conjugué au PeCy7), CD90.2
(conjugué a I’AF700 ou BV510), Vyl (conjugué a I’APC), Vy4 (conjugué au PeCy7), F4/80
(conjugué au PeCy7), CD19 (conjugué a I’APC ou FITC), Gr-1 (conjugué au FITC), CD27
(conjugué au PeCy7), IL-17A (conjugué au PE), TNF-a (conjugué au PE), pro-IL-1B (conjugué
au PE) et les isotypes contréles ont été achetés de chez BioLegend, BD Pharmingen et eBioscience.
Le glycolipide chargé PBS-57 et les tétraméres CD1d contr6les non chargés (conjugués a I’APC
ou PE) ont été achetés de I’institut national d’allergie et de maladies infectieuses (Atlanta, GA).
L’IL-7 murin recombinant a été acheté d’eBioscience. L’anticorps monoclonal anti-1L-7 (clone
M25) a éteé acheté de chez Bio X Cell. L anticorps de détection du TCR Vy6V3l (clone 17D1) a
été offert par Pr. R. Tigelaar (Université de Yale). L’iodure de propidium (PI) a été acheté de chez
BD Pharmingen. Le TNF-o recombinant murin et humain a été acheté de chez eBioscience, le
MCC950 de chez Sigma-Aldrich, les liposomes de clodronate et les liposomes contrdles de chez
ClodLip BV (Amsterdam) et I’IL-23 et I’IL-1p3 de chez Peprotech. La pneumolysine recombinante
a été exprimée dans E. coli et purifiée. Les kits ELISA murins et humains sont de chez R&D et

eBioscience.

Infection par S. pneumoniae
S. pneumoniae sérotype 1 a été utilisée dans cette étude. Pour certaines expériences, des souches
de D39 parentale ou mutée (ply::cat) ont été utilisées. Les souris ont été anesthésiées et infectées

par voie intranasale (i.n.) par 50 ul de PBS contenant la bactérie vivante.
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Déplétion des neutrophiles et des macrophages alvéolaires

Les neutrophiles ont été déplétés 24 h avant I’infection par S.p. en utilisant un anticorps anti-Ly6G
(100 pg/souris i.p., clone: NIMP-R14). Les macrophages alvéolaires ont été déplétés en utilisant
des liposomes de clodronate. Les liposomes de clodronate et les liposomes contrbles ont été

administrés 2 fois par voie i.n. (48 et 24 h avant I’infection) (50 pl/souris).

Mesure des taux de cytokines dans les poumons

Les poumons perfusés ont été collectés dans 1’azote liquide en attendant qu’ils soient manipulés.
Une solution d’anti-protéase a été préparée en dissolvant une tablette d’anti-protéase (25x) dans 2
ml d’eau distillée. La solution d’extraction des protéines tissulaires T-Per (1 ml) contenant 1x de
la solution d’anti-protéase a été ajoutée aux poumons qui sont ensuite homogénéisés pour 1 min.
Les lysats de poumons ont été conservés sur la glace pour 20 min puis centrifugés a 10 000 rpm
pour 15 min. Les surnageants ont été collectés dans des eppendorfs stériles et conservés a -20°

jusqu’a I’analyse des cytokines.

Préparation des cellules immunes pulmonaires

Les souris traitées avec 1’anti-TNF-a (150 pg/souris i.p.) ou son isotype contrdle, ou celles qui sont
traitées tous les 2 jours avec une dose du complexe IL-7 (400 ng/souris)/ M25 (2 pg/souris) (3
doses en total) en i.n. ont été infectées ou non par S. pneumoniae. Les cellules pulmonaires
mononucléaires (MNCs) ont été préparées selon les procédures classiques. Brievement, les
poumons ont été perfusés par du PBS 2% FCS, excises et finement hachés, suivi par une digestion
enzymatique pour 20 min a 37°C dans du PBS contenant 1 mg/ml de collagénase type V1II (Sigma-

Aldrich) et 1 pg/ml de DNase type | (Roche). Aprés lavage, les homogénats pulmonaires ont été

63



Matériels et Méthodes

suspendus dans un gradient de Percoll™ 20%, et centrifuges a 2000 rpm sans arrét & la température
ambiante pour 15 min. Le culot était ensuite lavé avec du PBS 2% FCS et les globules rouges ont

été éliminés en utilisant une solution de lyse (Sigma-Aldrich).

Marquage des leucocytes pulmonaires vasculaires vs interstitiels

Les souris anesthésiées ont été injectées par 2 pug d’anti-CD45 marqué au PeCy7 (clone: 30-F11)
via la veine retro-orbitale. L’anticorps est ensuite laissé circuler pour 5 min afin de marquer tous
les leucocytes dans 1’espace vasculaire. Apres perfusion (pour éliminer les leucocytes circulants),
les poumons ont été collectés et les MNCs pulmonaires ont été préparés comme décrit
précedemment. La suspension cellulaire a été ensuite marquée par des anticorps appropriés pour
la détection des populations cellulaires puis par de I’anti-CD45 conjugué au PE (clone 13/2.3) afin
de marquer tous les leucocytes pulmonaires dont les leucocytes marginaux et interstitiels. Les
leucocytes marginaux ont été définis comme des cellules double positives pour CD45-PeCy7 et
CDA45-PE, et les leucocytes interstitiels comme des cellules négatives pour CD45-PeCy7 et

positives pour CD45-PE.

Tri cellulaire et essais in vitro/ex vivo

Les poumons ont été collectés de souris naives ou infectées et les suspensions cellulaires ont été
préparées comme décrit précédemment. Les cellules ont été ensuite triées en utilisant un trieur
Aria (BD Biosciences). Afin de purifier les cellules T yo, les MNCs pulmonaires ont été marqués
par un anti-CD3 (conjugué au PB), anti-TCRd (conjugué au PerCp-Cy5.5) et anti-CD27 (conjugué
au PeCy7). Pour la purification des neutrophiles, les MNCs pulmonaires ont été marqués par un

anti-Ly6G (conjugué au FITC) et anti-CD11b (conjugué au PerCp-Cy5.5). Aprés marquage

64



Matériels et Méthodes

cellulaire, les cellules ont été triées en utilisant un FACS Aria (BD Biosciences). Ce protocole
présente > 98% de pureté cellulaire comme évalué par FACS. Dans certaines expériences, les
neutrophiles pulmonaires ont été enrichis en utilisant une sélection positive (anti-Ly6G) sur une
colonne LS via un separateur MidiMACS™ (Miltenyi Biotec). La pureté apres 1’enrichissement
MACS était entre 85 et 90%. Pour les essais de stimulation in vitro, les neutrophiles ont été cultivés
pour 3 h dans un milieu complet RPMI 5% FCS contenant du TNF-o recombinant, puis la
pneumolysine a été ajoutée pour 90 min supplémentaires. Les cellules T yd CD27 ou CD27*
purifiées ont été cultivées 20 h dans un milieu complet contenant de 1’TL-23 recombinant (1 ng/ml),
et/ou de I’IL-1p recombinant (1 ng/ml), ou du milieu conditionné provenant de neutrophiles
cultivés isoleés de souris infectées ou naives. Dans certains cas, de I’anti-IL-1p (5 pg/ml) a été
ajouté au milieu de culture.

Pour les essais de stimulation in vitro des cellules pulmonaires provenant des souris WT, Tcrd™
et Jal8" traitées ou non avec 1’TL-7, les leucocytes provenant des suspensions cellulaires ont été

cultivés 20 h dans un milieu complet contenant du PMA (100 ng/ml) et de I’ionomycine (1 pg/ml).

Marquage FACS intracellulaire et cytospins

Les poumons ont été collectés a des temps différents et les MNCs ont été préparés comme décrit
précedemment. Les cellules ont été incubées dans du RPMI 1640 5% FCS contenant du Golgi
Plug/Golgi Stop (BD Biosciences) pour 2 h a 37°C. Ensuite, les cellules ont été incubées avec des
dilutions appropriées des différents anticorps pour 30 min dans du PBS 2% FCS. Les cellules
étaient ensuite lavées et fixées en utilisant une solution de fixation (eBioscience, CliniSciences,
Montrouge, France). Les cellules fixees étaient ensuite perméabilisées dans une solution tampon

de perméabilisation (eBioscience), selon les instructions du fabricant. Les cellules étaient
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marquées par des anticorps conjugués au PE contre TNF-a, IL-17A ou pro-IL-1p et analysées sur
LSR Fortessa ou Canto Il (BD Biosciences). Les analyses FACS ont été réalisées en utilisant le
logiciel FlowJo. Une analyse cellulaire basée sur la morphologie a été réalisée sur les cytospins
provenant des préparations du lavage broncho-alvéolaire des souris PBS ou infectées par S.p. et

marqués ensuite selon la coloration May-Grunwald Giemsa.

Western blot

Les lysats protéiques des neutrophiles pulmonaires ont été préparés dans 1% NP-40 contenant une
solution tampon de lyse. Le lysat des protéines a été dénaturé en le portant a ébullition dans une
solution tampon et un SDS-PAGE est réalisé. Les protéines séparées ont été ensuite transférées
sur des membranes PVDF et marquées en utilisant des anticorps primaires contre IL-1§
(GeneTex), NLRP3 (AdipoGen) et B-actine couplée au HRP (Santa Cruz). Les membranes ont été

ensuite exposées aux anticorps secondaires correspondants (Jackson Immuno Research).

Isolement et culture des cellules humaines

Afin d’obtenir les leucocytes totaux, les échantillons sanguins collectés dans des tubes héparinés
ont été traités par une solution EL (Qiagen) selon les instructions du fabricant afin d’éliminer les
érythrocytes. Les neutrophiles ont été ensuite isolés comme décrit précédemment. Cette méthode
présentait une pureté de >85% comme évalué par FACS et par la coloration May-Grinwald
Giemsa (Sigma Aldrich). Les cellules (4 x 10°/puits) ont été cultivées pour 3 h dans un milieu
complet RPMI 5% FCS contenant du TNF-o recombinant humain (100 ng/ml), puis de la
pneumolysine (500 ng/ml) a été ajoutee pour 90 min supplémentaires. Aprés culture, la viabilité

cellulaire a éte évaluée par marquage a I’iodure de propidium.
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Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel GraphPad Prism. La
signification du test statistique a été évaluée en utilisant les tests non-paramétriques Mann-
Whitney U ou Kruskal-Wallis (suivi par un Dunn’s post-test) afin de comparer les moyennes des
réplicats biologiques. Les taux de survie suite a I’infection par S. pneumoniae ont été analysés en
utilisant un test log-rank. Les résultats présentant une valeur P moins que 0.05 ont été considérés

significatifs. Ns: non significatif; *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001.
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I. Mécanismes d’activation des cellules T y6 productrices d’IL-17A au cours de I’infection

respiratoire par S. pneumoniae.

L’IL-17A joue un role antibactérien important et précoce au cours de D’infection
pulmonaire a Streptococcus pneumoniae.

Afin d’étudier le role de I’IL-17A dans la résistance de 1’héte dans un modeéle expérimental
d’infection pneumococcique invasive, nous avons utilisé des souris genétiquement modifiées
incapables de produire cette cytokine (1117a”-, C57BL/6). Ainsi nous avons pu montrer que la
déficience en IL-17A impacte négativement sur la survie des animaux (Fig. 1a). De plus,
I’absence d’IL-17A se traduit par un moins bon contréle de la charge bactérienne dans leurs
poumons ainsi qu’une dissémination en systémique du pathogene plus importante (Fig. 1b). Nos
résultats montrent également une réduction du recrutement neutrophilique au cours de I’infection
(Fig. 1c). Les polynucléaires jouent un rdle central dans 1’élimination des pathogénes
extracellulaires comme le pneumocoque (Mizgerd et al., 2008). Nous avons pu confirmer ceci
dans notre modele car la déplétion sélective en neutrophiles (en utilisant un anticorps déplétant
anti-Ly6G) entraine une mort significativement plus précoce des animaux traités (Fig. 1d). Ainsi
nos résultats indiquent un role central de I’IL-17A dans le controle de la charge bactérienne et de

la dissémination en contrdlant la neutrophilie.
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Figure 1: L’IL-17A est essentiel pour le contrdle de I’infection par S. pneumoniae. (a-d) Les souris C57BL/6
WT ou déficientes en IL-17A étaient infectées par S.p. (i.n.) (5x10° CFU) (a) La survie des souris était surveillée
tous les jours (n = 10). (b) Le nombre de CFU était déterminé 60 h post infection (p.i.) dans les poumons (panel
gauche) et les rates (panel droit). Les résultats d’une expérience représentative (n = 7-10, 2 expériences) sont
montrés. (c) Le nombre absolu des neutrophiles pulmonaires était évalué par FACS (CD11b* Ly6G*) 12 h p.i.. Les
moyennes + SEM de 2 expériences (n = 4-5) ont été représentées. (d) La survie des souris WT prétraitées ou non par
un anti-Ly6G (NIMP-R14; 100 pg/souris) était surveillée tous les jours (n = 7) (panel gauche). La spécificité du
traitement par ’anti-Ly6G a été évaluée par FACS. La fréquence des macrophages alvéolaires, neutrophiles et
macrophages interstitiels parmi les cellules pulmonaires CD45* des souris traitées par 1’anti-Ly6G ou I’isotype

contrdle était représentée dans le panel droit.

Les lymphocytes T vd, en particulier la sous-population résidente Vy6Vé1*, constituent la
source majeure et la plus précoce d’IL-17 au cours de I’infection.

Afin de déterminer la ou les sources majeures d’IL-17A dans les phases précoces de 1’infection
pneumococcique, nous avons réalisé une analyse par cytométrie en flux couplée a une approche
de marquage intracellulaire. En réalisant un criblage large des populations immunes connues
pour produire de I’'IL-17A sous certaines conditions (Fig. 2a), nous avons pu identifier 3
populations lymphocytaires innées capables de produire de fagon significative cette cytokine, les
lymphocytes T 6, les lymphocytes NKT et les cellules lymphoides innées (ILCs) (Fig. 2b).
Toutefois, les lymphocytes T yd semblent étre numériquement la principale source de cette
cytokine (Fig. 2b). Sur la base de I’expression de leur TCR, nous avons pu démontrer que la
population Vy6V31* constitue la source principale d’IL-17A au sein de la population de
lymphocytes T y9 totale (Fig. 2c). Nous avons également pu confirmer grace a ’utilisation d’un
Ac spécifique nos résultats antérieurs suggérant, sur des bases génomiques (Paget et al., 2015),
que les lymphocytes T y& CD3™9" expriment un TCR clonal Vy6Vs1 (Fig. 2d).

Afin d’expliquer leur aptitude a produire rapidement de grandes quantités d’IL-17A, nous avons
émis 1’hypothese que les lymphocytes T Vy6V351* pourraient avoir une localisation tissulaire
particuliéere. Une analyse histologique ne permettant pas de pouvoir étudier les différentes
populations de lymphocytes T yd6 (Wands et al., 2005), nous avons utilisé une stratégie par
cytométrie en flux permettant de discriminer les cellules présentes dans le compartiment
pulmonaire interstitiel des cellules marginalisées dans la vasculature (Barletta et al., 2012). De
facon intéressante, il semble que la population Vy6V31™ soit presque exclusivement représentée

dans le parenchyme tissulaire (Fig. 2e) alors que le reste de la population T yd (non-Vy6Vas1™)
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est préférentiellement localisée dans le compartiment vasculaire (Fig. 2e,f). 1l est a noter que

cette distribution n’est pas affectée au cours de I’infection (Fig. 29).
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Figure 2: Les lymphocytes T Vy6V41* sont la source principale d’IL-17A suite a I’infection par S.p.. (a) Les
souris étaient infectées (i.n.) par S.p. (5 x 10° CFU) puis sacrifiées 12 h p.i.. Les cellules pulmonaires lymphoides et
myéloides ont été évaluées pour la production intracellulaire d’IL-17A (panel gauche). Des dots plots représentatifs
de la production d’IL-17A par les cellules lymphoides des souris contrdles et infectées ont été représentés dans le
panel droit. (b) Le nombre absolu des populations lymphocytaires pulmonaires productrices d’IL-17A a été évalué
par marquage intracellulaire 12 h p.i. (n = 8, 2 expériences). (c) Les cellules T yd IL-17A* des souris infectées
étaient analysées par FACS pour I’expression de la chaine Vy 12 h p.i.. Une charte représentant les moyennes de 2
expériences était montrée (n = 6). (d) Un dot plot représentatif des cellules T yd pulmonaires est montré dans le
panel gauche. Les cellules T y& CD3P"t ys CD3%M ont été marquées en présence ou non de I’anticorps 17D1 (panel
droit). (e) Les moyennes + SEM des populations CD45* vs CD45" provenant des poumons de souris naives de 3
expériences (n = 6) sont représentées dans le panel gauche. Un dot plot représentatif du marquage anti-CD45 (in

vivo) des populations y6 a été représenté dans le panel droit. (f,g) La localisation des populations de cellules T v
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dans les compartiments pulmonaires a été évaluée par une approche FACS. (f) Localisation des cellules T vy CD3%m
basée sur ’expression de la chaine Vy chez les souris naives. (g) Analyse des cellules CD3%™vs CD3"9" Vy6V§1*
chez les souris infectées par S.p. (12 h p.i.) (n = 4-5, 3 expériences).

Les lymphocytes T y6 contrdlent la survie et la charge bactérienne au cours de I’infection
par S. pneumoniae.

Au vue de ces résultats, nous avons étudié 1I’impact d’une déficience en lymphocytes T y6 sur la
réponse de 1I’hote au cours de 1’infection pneumococcique. Une fois comparées aux souris wild-
type (WT) contrdles, les souris Tcrd™ infectées par S.p. succombent plus rapidement &
I’infection (Fig. 3a). Cette susceptibilité accrue s’accompagne d’un déficit dans le contréle de la
réplication bactérienne dans les poumons et une dissémination accrue (Fig. 3b). En accord avec
leur role dans la production d’IL-17A, les animaux déficients en lymphocytes T yd présentent
une neutrophilie réduite (Fig. 3c). Pris dans leur ensemble, ces résultats montrent que les
lymphocytes T yo jouent un réle important dans le contrdle de la charge bactérienne médié par

les neutrophiles probablement de fagon IL-17-dépendante.
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L’IL-23 et I’IL-1 participent a la production d’IL-17A par les lymphocytes T yé durant
I’infection par S. pneumoniae.

La production d’IL-17 par les lymphocytes T yd en contexte infectieux se fait en réponse a des
cytokines activatrices telles que 1’IL-23 et I’IL-1p (Paget et al., 2015; Sutton et al., 2009). De
facon intéressante, 1’IL-23 et I’IL-1B sont produites précocement au cours de I’infection
pneumococcique (José et al., 2015; Ma et al., 2010). Dans ce contexte, nous avons utilisé des
animaux 1123a” et 111r17 afin d’évaluer la contribution respective de I’1L-23 et de I’IL-1B dans
la production d’IL-17A par les lymphocytes T y6 pulmonaires. En adéquation avec notre
hypothése, le déficit en IL-23 ainsi que le blocage de la signalisation dépendante du récepteur a
I’IL-1R semblait inhiber fortement la capacité des lymphocytes T y6 a produire de I’IL-17A au
cours de I’infection (Fig. 4a). Cette inhibition était logiquement associée a une réduction sévere
du recrutement neutrophilique dans les poumons (Fig. 4b). Il est toutefois a noter que la
fréquence des lymphocytes T CD3Y9" Vy6V51* chez les souris 1123a™ était significativement
altérée en comparaison aux souris WT contrdles et l1rl” (Fig. 4c). Ainsi ces résultats
démontrent que I’IL-23 et I’IL-1p sont nécessaires pour la production d’IL-17A par les

lymphocytes T v6 et pour le recrutement neutrophilique suite & I’infection par S. pneumoniae.

Figure 4: L’activation des cellules
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s ]| = = 5 0 ™ %« ' M Spneumoniae 3 ,
Eid:i# | s 58" infectées par S.p. et les cellules
L J L © g 10
3N - La z
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LA7A WT it n23a
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Les neutrophiles représentent la source majeure d’IL-1f pulmonaire suite a I’infection
pneumococcique.

A la vue de I'importance de I’IL-1p dans I’activation des lymphocytes T yd producteurs d’IL-
17A (ydT17), nous nous sommes ensuite intéresses a déterminer les sources cellulaires de cette
cytokine dans notre modele. L’IL-1B étant exprimée en premier lieu sous une pro-forme
biologiquement inactive (prolL-1B), nous avons étudié par cytométrie en flux les principales
populations exprimant la protéine inactive prolL-1p. L’IL-1p étant principalement dérivée de la
lignée myéloide, nous avons donc analysé la capacité des cellules myéloides pulmonaires a
exprimer le prolL-1B en réponse a I’infection pneumococcique. Malgré que 1’infection par S.
pneumoniae induit une augmentation du prolL-1f dans toutes les populations cellulaires testées 6
h p.i. (Fig. 5a), nous avons pu observer que les neutrophiles semblent étre la source principale de
cette pro-cytokine (Fig. 5b). Afin de déterminer si les neutrophiles étaient capables de produire
de I'IL-1B bioactive, nous avons mis en culture des neutrophiles pulmonaires purifiés par
enrichissement positif (MACS, anti-Ly6G) de souris naives ou infectées par S. pneumoniae.
L’analyse des surnageants de culture a pu démontrer par ELISA la présence d’un taux important
d’IL-1p dans les cultures de neutrophiles, alors qu’en revanche, des taux trés faibles étaient
observés dans la fraction négative non neutrophilique (Fig. 5¢). De plus, la déplétion in vivo en
neutrophiles réduisait fortement les taux d’IL-1f retrouvés dans le poumon des souris infectées
(Fig. 5d). Nos résultats mettent ainsi en évidence le rle important des neutrophiles pulmonaires
dans la production d’IL-1p pendant la réponse précoce de 1’hote a I’infection pneumococcique.
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Figure 5: Les neutrophiles sont la source précoce majeure d’IL-1p en réponse a I’infection pneumococcique.
(a,b) L’expression de prolL-1p par les cellules myéloides provenant de souris WT contrdles ou infectées S.p. a été
analysée par FACS. (a) Des dots plots représentatifs de I’expression de prolL-1p par les cDCs, AMs et macrophages
interstitiels (panel gauche) 12 h p.i., et par les neutrophiles a différentes cinétiques (panel en bas). Fréquence des
cellules myéloides prolL-1p* analysée a différentes cinétiques suite a I’infection pneumococcique (panel droit). (b)
Nombre absolu des cellules myéloides prolL-18* analysée a différentes cinétiques p.i.. (c) 4 x 10° neutrophiles
pulmonaires enrichis par MACS provenant de souris naives ou infectées par S.p. (12 h p.i.) ont été incubés pendant 3
h a 37°C dans un milieu complet. Les taux d’IL-13 dans les surnageants provenant de la culture des fractions
positive et négative ont été mesurés par ELISA (n = 6, 2 expériences). (d) Les taux d’IL-1pB dans les poumons totaux

des souris contréles ou celles dont les neutrophiles ont été déplétés étaient évalués 12 h p.i. (n= 4-10, 2 expériences).

L’accumulation de prolL-1p au sein des neutrophiles requiert le TNF-a produit par les
macrophages alvéolaires.

La synthése d’IL-1B nécessite deux actions subséquentes et indépendantes permettant 1)
I’induction de I’expression de la forme inactive prolL-1p et 2) le clivage enzymatique de la
forme inactive en forme active dite « phase de maturation ». Ainsi, nous nous sommes tout
d’abord intéressés aux mécanismes impliqués dans 1’étape de priming aboutissant a 1’up-
régulation de la protéine prolL-1p. Cette augmentation d’expression est associée a de nombreux
types de signaux NF-kB dépendants. Des études récentes ont pu démontrer que le TNF-a était
suffisant dans 1’augmentation des taux protéiques de prolL-1p dans les cellules myéloides in
vitro et in vivo incluant les neutrophiles (Chow et al., 2014; Franchi et al., 2009). Le TNF-a est
produit trés rapidement suite a I’infection pneumococcique (Fig. 6a) notamment dans le
compartiment aérien (Fig. 6b). En accord avec la présence unique des macrophages alvéolaires
(AMs) dans les espaces aériens (Figure 6c¢), nous avons identifié ces derniers comme les seules
cellules hématopoiétiques (CD45%) productrices de TNF-a (Fig. 6d). De plus, la déplétion
specifique des AMs (Fig. 6e) inhibait la production précoce de TNF-o dans les poumons des
souris infectées (Fig. 6f). Afin de déterminer si le TNF-a était nécessaire dans notre modele pour
la synthése de prolL-1p par les neutrophiles, nous avons traité les souris avec un anticorps anti-
TNF-a. En lien avec notre hypothese, la neutralisation du TNF-a inhibait de fagon significative
les taux de prolL-1p dans les neutrophiles mais aussi les autres cellules myeéloides (Fig. 6g). Le
traitement par ’anti-TNF-a était aussi associé a une diminution de la fréquence et du nombre

absolu des lymphocytes y6T17 pulmonaires (Fig. 6h), ainsi qu’une diminution du recrutement
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neutrophilique (Fig. 6i). De plus, les taux d’IL-1B dans les poumons avaient diminué suite a la

déplétion des AMs (Fig. 6j).
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Figure 6: L’up-régulation du prolL-1p dans les neutrophiles dépend du TNF-a produit par les macrophages
alvéolaires. (a) La production du TNF-o dans les poumons a été évaluée a des cinétiques différentes suite a
I’infection pneumococcique par ELISA (n = 5-9, 3 expériences). (b,c) Les souris WT étaient infectées ou non par
S.p. puis sacrifiées 6 h p.i.. (b) Les taux de TNF-a dans le lavage broncho-alvéolaire (BAL) ou dans le tissu
pulmonaire (apres élimination du BAL et perfusion du poumon) ont été déterminés par ELISA (n = 3-5) (c)
Morphologie des cellules du BAL suite a la coloration Giemsa du cytospin. Une figure représentative de chaque
groupe est montrée (n = 5). (d) Des dots plots des AMs TNF-o* ont été représentés a différentes cinétiques (panel
gauche) et les moyennes + SEM de la fréquence des populations myéloides TNF-a* ont été montrées dans le panel
droit (n = 5-9). (e) Les souris WT ont été traitées en i.n. 2 fois (jour -2 et jour -1) par du liposome contréle ou du
liposome clodronate (50 ul) et la spécificité de la déplétion a été évaluée au jour O par FACS. Des dots plots
représentatifs de la fréquence des macrophages alvéolaires, neutrophiles et macrophages interstitiels parmi les
cellules pulmonaires CD45* ont été montrés. (f) Les souris contrdles ou celles qui sont traitées par le liposome
clodronate ont été infectées ou non par S.p.. Les taux de TNF-a dans les poumons totaux ont été¢ mesurés 12 h p.i.
par ELISA (n = 6-10, 2 expériences). (g-i) Les souris traitées par 1’isotype contréle ou par 1’anti-TNF-o ont été
infectées par S.p. puis sacrifiées 12 h p.i. (g) Un dot plot représentatif de I’expression de prolL-1B par les
neutrophiles est montré dans le panel gauche. Les moyennes + SEM du nombre absolu des neutrophiles (panel au

milieu), AMs et macrophages interstitiels (panel droit) prolL-13* de 2 expériences sont représentées (n = 5-6). (h)
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Les moyennes + SEM de la fréquence (panel gauche) et du nombre absolu (panel droit) des cellules T v6 IL-17A*
ont été montrées (n = 5-6). (i) Nombre absolu des neutrophiles. (j) Les souris traitées par les liposomes contréles ou
les liposomes clodronate ont été infectées ou non par S.p.. Les taux d’IL-1p dans les poumons totaux ont été
quantifiés 12 h p.i. par ELISA (n = 6-10, 2 expériences).

L’activité du TNF-a sur le neutrophile dans la synthese de prolL-1p est dépendante du
récepteur TNF-R1.

Le TNF-a peut exercer son activité biologique via le recrutement des récepteurs TNF-R1 et
TNF-R2. Grace a I’utilisation de souris déficientes pour le récepteur TNF-R1, nous avons pu
démontrer le réle important de ce récepteur dans 1’augmentation d’expression du prolL-1p au
sein des neutrophiles apres infection (Fig. 7a). Cette observation s’associait a une réduction de la
neutrophilie post-S. pneumoniae infection (Fig. 7b). De plus, I’incubation in vitro de
neutrophiles pulmonaires purifiés par FACS avec du TNF-a recombinant permettait d’induire
rapidement une augmentation de 1’expression de prolL-1p et cela de fagon dose-dépendante (Fig.
7c). Dans leur ensemble, ces résultats suggérent que 1’augmentation du prolL-1p au sein des

neutrophiles est fortement régulée par le TNF-a produit par les AMs pendant les phases précoces

de I’infection pneumococcique.
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Figure 7: L’expression du prolL-1p par les neutrophiles dépend de la voie TNF-a/TNFR1. (a,b) Les souris WT
et Tnfrsfla’- ont été infectées par S.p. puis sacrifiées 12 h p.i.. Moyennes + SEM de la fréquence des neutrophiles
prolL-1B* (a) et totaux (b) (n = 6-14, 2 expériences). (c) 2 x 10° neutrophiles pulmonaires de souris naives ont été
triés par FACS puis cultivés pour 3 h & 37°C dans un milieu complet en présence de TNF-o recombinant aux

concentrations indiquées. Les cellules ont été ensuite analysées par FACS pour I’expression de prolL-1p (n = 3-5, 2
expériences).
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La maturation et la secrétion d’IL-1§ au cours de I’infection dépend de I’inflammasome
NLRP3.

La maturation de I’IL-1p par les neutrophiles a été initialement deécrite comme étant dépendante
de I’activité protéasique de certaines sérine protéases (élastase et protéinase 3) dans le clivage du
prolL-1B en IL-1p mature (Karmakar et al., 2012). Toutefois, des données récentes ont aussi
suggeré que les neutrophiles pourraient exprimer des inflammasomes fonctionnels pouvant
induire la production d’IL-1 bioactive grace a ’activité de la caspase-1 (Karmakar et al., 2015).
En adéquation avec ces études, nous avons pu observer que les taux d’IL-1p dans le tissu
pulmonaire des souris infectées par S. pneumoniae étaient plus faibles chez les souris déficientes
en caspase-1 en comparaison avec les souris WT, indiquant 1’implication d’un inflammasome
dans notre modéle (Fig. 8a). Parmi les différents inflammasome décrits, 1’inflammasome NLRP3
est trés certainement le mieux caractérisé. Afin d’étudier son rdéle dans notre modéle, nous avons
comparé les taux d’IL-1p pulmonaires de souris WT infectées avec des animaux déficients pour
certains composants de I’inflammasome NLRP3 (souris NIrp3” et Asc™). Ainsi les souris
NIrp3” et Asc” présentaient des niveaux diminués d’IL-1p par rapport aux souris controles (Fig.
8a) suggérant un role de I’inflammasome NLRP3. Pour confirmer cela, nous avons utilisé in vivo
un inhibiteur spécifique de I’inflammasome NLRP3, MCC950 (Coll et al., 2015). Ce traitement a
ainsi permis de réduire les taux d’IL-1p retrouvés dans les poumons des souris infectées par S.p.
(Fig. 8b).
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Figure 8: L’inflammasome NLRP3 est essentiel pour la maturation et la production d’IL-1p au cours de
I’infection pneumococcique. (a) Les taux de production d’IL-1p ont été évalués dans les poumons totaux des souris
WT, Nlrp3”, Asc” et Casp1/11” PBS ou infectées (12 h) (n = 6-10, 2 expériences). (b) Les souris WT PBS ou

infectées par S.p. étaient traitées ou non par MCC950 (1 mg/souris i.n., 2 h p.i.) puis sacrifiées 12 h p.i.. Les
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poumons étaient collectés, homogénéisés et la production d’IL-1p a été quantifiée dans les homogénats par ELISA

(n =6-12, 2 expériences).

La production d’IL-1p par les neutrophiles est dépendante de I’inflammasome NLRP3.

Afin d’évaluer spécifiquement le role de 1’inflammasome NLRP3 au sein des neutrophiles dans
la production d’IL-1B par ces derniers, nous avons étudié les signes de priming de
I’inflammasome NLRP3 dans les neutrophiles. Pour ceci, nous avons analysé les échantillons
protéiques et d’ARNm de neutrophiles pulmonaires purifiés a partir des souris contréles ou
infectées par S.p.. Nous avons observé des taux importants d’expression de la protéine NLRP3
(Fig. 9a) et des transcrits d’ARNm de NIrp3 dans les neutrophiles des souris infectées (Fig. 9b).
D’une facon intéressante, le traitement par MCC950 inhibait la production ex vivo d’IL-1f par
les neutrophiles pulmonaires des souris infectées (Fig. 9¢). De plus, une analyse par Western blot

des neutrophiles purifiés a partir de souris infectées a démontré une maturation de 1’IL-1f sous

sa forme bioactive p17 (Fig. 9a).

a & o Figure 9: L’inflammasome NLRP3 est essentiel pour
EN:R': b s la production d’IL-1p par les neutrophiles. (a-c) Les
(proform) 5 neutrophiles pulmonaires des souris PBS ou infectées (12

b 4 IL-1B %2 - h p.i.) étaient purifiés par tri FACS. (a) Les lysats des
- %f neutrophiles étaient utilisés pour réaliser un western blot

. %ﬁi""ﬂ) 0 /_::s_\ T d’expression de B-actine, d’IL-1p et de NLRP3. (b) Les
neutrophiles ont été analysés par RT-gPCR pour évaluer

c les taux des transcrits d’ARNm de NIrp3 normalisés par

o, oredneutrophis rapport au géne de ménage (Gapdh). (c) Les neutrophiles

g 80 ont été cultivés pour 3 h a 37°C dans un milieu complet

f 40 en présence ou non de MCC950 (10 uM). Les taux de

production d’IL-1P dans les surnageants étaient analysés
PBS Sp. PBS Sp

MCCO50-treated par ELISA (2 expériences).

neutrophils

L’activation de I’inflammasome NLRP3 neutrophiliqgue dépend de la pneumolysine

bactérienne.
De nombreuses molécules ont pu étre décrites comme participant plus ou moins directement a

I’activation de I’inflammasome. Parmi ceci, un facteur de virulence de S.p., la pneumolysine
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(Ply), est considéré comme un activateur de NLRP3 (McNeela et al., 2010). Cette activité
s’explique par le fait que les pores formés sur les membranes cellulaires par cette toxine
entrainent une modification des flux de K* aboutissant a 1’assemblage et I’activation de
I’inflammasome NLRP3. Gréce a I’utilisation d’une souche de pneumocoque déficiente pour la
Ply (D39Aply) (Fig. 10a), nous avons pu démontrer in vivo le rdle de ce facteur de virulence
dans la production d’IL-1B au niveau pulmonaire (Fig. 10b). En contrdle, nous avons pu
démontrer que la complémentation de la souche déficiente en Ply a permis la restauration des
taux d’IL-1B normalement produits par la souche sauvage (Fig. 10b).

Afin de récapituler nos observations in vivo, nous avons ajouté de la Ply recombinante sur des
neutrophiles purifiés préalablement sensibilisés ou non avec du TNF-a pour mimer la phase de
priming. En accord avec notre hypothése, 1’ajout de Ply induisait la production d’IL-1p (Fig.
10c). De plus, les neutrophiles pulmonaires de souris NIrp3’- ou Casp1/117 ne répondaient pas
aux mémes stimuli en termes de production d’IL-1pB (Fig. 10d). Ces résultats indiquent que la
production d’IL-1B par les neutrophiles est gouvernée par 1’activité caspase-1 dépendante de
I’inflammasome NLRP3.

Figure 10: La pneumolysine pneumococcique
active I’inflammasome NLRP3

neutrophilique. (a) Activité hémolytique des

a b différentes souches D39. Les résultats montrés
" ; Lungs
Hemolytic Actvity , L.
8007 s T EE représentent un pool de 3 expériences. (b) Les
2100 = . S . .
5 £ 5w souris WT ont été infectées en i.n. par les
§ 2 400 $ )
g% 2 0 g souches de D39 parentale, mutée et
; - - = e - -
o N o complémentée (4 x 10° CFU/souris). Les souris
L}\ﬁ -v“‘\e 6‘?’ qg\'\ \*q\‘" Q%‘:J o\s @ _Q\*\
& @' = o . r . ) ror r
€ & & & £ T ont été sacrifiées 12 h p.i. et ’'IL-1P a été mesuré
— dans les homogénats pulmonaires (n = 8-9, 2
S d Neutrophils expériences). (c,d) 2 x 10° neutrophiles
orted neutropnils I . i
250 3007 PR pulmonaires des souris PBS WT, NIrp3” et
Somn! J Medium
= 200 = ,. - . , -
E E 20 W TNF*PY - Caspl/117 étaient incubés dans un milieu RPMI
= 100 < 100 complet & 37°C avec ou sans du TNF-a
2 2
R 0 . recombinant (100 ng/ml) pour 3 h et la
TNF-c 5 + - + WT Nip3"™  Casp1/11
Py - -+ pneumolysine était ensuite ajoutée pour 90 min

supplémentaires (500 ng/ml). La sécrétion d’IL-
1B dans les surnageants a été quantifiée par

ELISA (2 expériences).
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Le TNF-a et la pneumolysine sont suffisants pour induire la secrétion d’IL-1p dépendante
de Pinflammasome NLRP3 par des neutrophiles humains.

Afin de voir si les mécanismes observés étaient transposables aux neutrophiles humains, nous
avons préparé des leucocytes totaux a partir du sang périphérique de donneurs sains, et mis en
culture avec du TNF-a, pour 3h, puis avec de la Ply pour 90 min supplémentaires. Comme
observé chez la souris, le traitement par le TNF-a seul ou la Ply seule n’induisait pas de
production d’IL-1p par les leucocytes humains, alors que la combinaison des deux stimuli
aboutissait a une sécrétion d’IL-1p (Fig. 11a). Cet effet semblait dépendant de 1’inflammasome
NLRP3 car un traitement avec le MCC950 inhibait totalement la sécrétion d’IL-1p (Fig. 11a).
Afin d’étudier spécifiqguement leur effet sur les neutrophiles, nous avons isolé et purifié des
neutrophiles provenant du sang périphérique de donneurs sains (Fig. 11b). De fagon intéressante,
les neutrophiles humains exprimaient constitutivement le TNF-R1 (Fig. 11c). De fagon similaire
aux résultats obtenus sur les leucocytes totaux, les neutrophiles humains produisaient de I’'TL-1p
en réponse a la combinaison TNF-o/Ply. (Fig. 11d). Nos résultats suggérent ainsi que
I’inflammasome NLRP3 permet d’induire la production d’IL-1f par des neutrophiles humains

selon un mécanisme TNF-o/Ply-dépendant.
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Figure 11: Les neutrophiles humains produisent de PI’IL-1p selon un mécanisme dépendant de
Pinflammasome NLRP3 en réponse au TNF-a et & la Ply. (a) 4 x 10° leucocytes du sang périphérique de
donneurs sains non-fumeurs ont été cultivés dans un milieu complet avec du TNF-a recombinant humain, avec ou
sans MCC950 (10 pM) pour 3 h puis stimulés avec de la Ply (500 ng/ml) pour 90 min supplémentaires. Les
surnageants ont été collectés et testés pour leur production d’IL-1B. (b) Analyse de la pureté des neutrophiles
humains en utilisant une approche basée sur la morphologie (panel gauche) et une approche FACS (CD16*
CD14"") (panel droit). (c) Analyse de I’expression de TNF-R1 sur les neutrophiles humains avant la culture in
vitro. Les résultats montrés sont représentatifs de 9 donneurs. (d) 2.5 x 10° neutrophiles purifiés du sang
périphérique des donneurs sains non-fumeurs ont été cultivés dans un milieu complet avec du TNF-o recombinant
humain avec ou sans MCC950 (10 uM) pour 3 h puis stimulés avec de la Ply pour 90 min supplémentaires. Les

surnageants ont été collectes et testés pour leur production d’IL-1p.

L’IL-1p derivé des neutrophiles est impliqué dans I’activation des lymphocytes ydT17 au
cours de I’infection pneumococcique.

Afin d’établir un lien direct entre la production d’IL-1p par les neutrophiles et 1’activation des
lymphocytes y3T17, nous avons analysé la capacité des lymphocytes T vé a produire de I’IL-17A
en absence de neutrophiles. De facon intéressante, nous avons démontré que la déplétion en
neutrophiles inhibait significativement la capacité des lymphocytes T yd a produire de I’IL-17A
pendant les phases précoces de D’infection (Fig. 12a). Il est important de noter que les
neutrophiles ne possedent pas un role antibactérien direct durant la phase précoce de 1’infection
(Fig. 12b).

De plus, les lymphocytes T y6 CD27" pulmonaires purifiés et cultivés dans un milieu conditionné
provenant de la culture des neutrophiles pulmonaires de souris infectées par S. pneumoniae
produisaient de I’'lL-17A (Fig. 12c¢). Comme attendu, la sécrétion d’IL-17A était seulement
détectée a partir des lymphocytes T yd CD27" et non par la population CD27* connue pour
produire de I'IFN-y (Fig. 12d). De plus, la neutralisation in vitro de I’IL-1p inhibait la
production d’IL-17A par les lymphocytes T yé indiquant que cet effet était totalement dépendant
de I’IL-1p et ne requiert pas de contact direct entre les cellules (Fig. 12c). Collectivement, nos
résultats indiquent que S. pneumoniae induit une sécrétion rapide d’IL-1p par les neutrophiles
contribuant fortement a la production d’IL-17A par les lymphocytes T yd pulmonaires (Schéma
1).
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Figure 12: La production d’IL-17A par les cellules y6T17 est dépendante de I’'IL-1f dérivé des neutrophiles.
(a) La production d’IL-17A par les cellules T yd pulmonaires a été¢ évaluée dans les souris infectées contrdles ou
celles dont les neutrophiles ont été déplétés 6 h p.i. Un dot plot représentatif des cellules T yd IL-17A* a été
représenté dans le panel gauche. Les moyennes + SEM de la fréquence des cellules T y8 IL-17A* de 2 expériences
(n = 6) ont été représentees dans le panel droit. (b) Les colonies bactériennes ont été comptées dans les poumons des
souris contrdles et celles dont les neutrophiles ont été déplétés 4 h p.i. (n=3-4, 2 expériences). (c,d) Les cellules T y3
CD27- (c) et CD27* (d) pulmonaires triées ont été incubées & 37°C pour 20 h dans un milieu complet et conditionné
(ratio 1:1) provenant de neutrophiles non sensibilisés (NSN) ou de neutrophiles sensibilisés avec du pneumocoque
(PSN). Dans certaines conditions, de I’anti-IL-1B (5 pg/ml), de I'IL-1Pr (1 ng/ml) et de I’'IL-23r (1 ng/ml) ont été
ajoutés au milieu de culture. Le milieu conditionné est représenté par les surnageants des neutrophiles pulmonaires
de souris naives (NSN) ou de souris infectées par S.p. (PSN), purifiés et cultivés. Les neutrophiles des souris
infectées ont été purifiés 12h p.i.. Les taux d’IL-17A dans les surnageants ont été mesurés par ELISA. Les

moyennes + SEM des concentrations d’IL-17A de 3 expériences (n =3-5) ont été représentées.
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Schéma 1: Mécanisme de production d’TL-17A par les cellules T yd dans le modéle d’infection par S.

pneumonaie.

I1. Manipulation des lymphocytes T innées producteurs d’IL-17A a des fins thérapeutiques.

A la vue de I’importance des lymphocytes T innés producteurs d’IL-17A, en particulier les
lymphocytes T v9, dans le contrdle des infections bactériennes pulmonaires, nous avons émis
I’hypothése qu’en manipulant positivement leur nombre et leur fonction, nous pourrions obtenir
des effets bénéfiques dans notre modele d’infection respiratoire a Streptococcus pneumoniae.
Comme présenté précédemment, I’[L-7 est une cytokine homéostatique d’intérét, connue depuis
longtemps pour exercer un réle important dans le développement de nombreuses populations
lymphocytaires (Mackall et al., 2011). Plus récemment, certains travaux ont pu démontrer
I’importance sélective de cette cytokine dans le maintien et la fonction des lymphocytes T innés
producteurs d’IL-17A en périphérie notamment les lymphocytes T yd et les lymphocytes NKT
(Michel et al., 2012; Webster et al., 2014). Ainsi hous nous sommes proposés par une approche
prophylactique d’administrer de 1’IL-7 localement dans les poumons de souris (voie i.n.) afin
d’essayer de booster le pool local de lymphocytes T innés producteurs d’IL-17A avec pour
ambition d’observer une réponse antibactérienne plus efficace chez les animaux traités. Comme

énoncé dans I’introduction, nous proposons d’administrer I’'IL-7 sous forme complexée a un
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anticorps spécifique (clone M25) afin d’augmenter la durée de demi-vie ainsi que la

biodisponibilité de la molécule.

Le traitement intranasal avec le complexe IL-7/anti-1L-7 (M25) augmente le pool local des
cellules T innées présentant un phénotype Th17-like.

Afin d’étudier les effets du complexe IL-7/M25 sur I’homéostasie des populations immunitaires
innées du poumon, nous avons traité par voie intranasale (i.n.) des souris naives avec le
complexe trois fois a raison d’une dose tous les 2 jours (Schéma 2).

Une semaine apres le début du traitement, nous avons évalué la fréquence et le nombre absolu
des populations immunitaires au niveau du poumon et en périphérie par cytométrie en flux.
Premicrement, nos résultats montraient que le traitement n’affecte pas les populations cellulaires
de I’immunité adaptative englobant les lymphocytes T conventionnels CD4" et CD8" ainsi que
les lymphocytes B. Par contre, ’analyse du compartiment lymphocytaire inné indiquait une
augmentation significative de la fréquence des lymphocytes T yo6 CD27° (Fig. 13a), une
population connue pour sa capacité a produire sélectivement de I’IL-17A (Ribot et al., 2009). A
I’inverse, les lymphocytes T yd CD277, connus pour produire de I’IFN-y, n’étaient pas affectées
par le traitement (Fig. 13a). De facon plus détaillée, la fréquence des lymphocytes T CD3PrioM
Vy6V317, représentant la source majoritaire d’IL-17A parmi la population y8 pulmonaire (Paget
et al., 2015; Roark et al., 2004), était augmentée suite au traitement a I’IL-7 (Fig. 13b). De plus,
le traitement aboutissait aussi a une augmentation significative de la fréquence des lymphocytes
NKT (Fig. 13c). Toutefois, a I’instar des lymphocytes T vd, cet effet s’expliquait principalement
par une augmentation de la population NK1.1", connue pour sa capacité a produire de I’'IL-17A
(Michel et al., 2007) (Fig. 13d). Dans le but de confirmer nos observations, nous avons utilisé
des souris rapporteurs Rorc-eGFP, un facteur de transcription essentiel pour la production d’IL-
17 (Ilvanov Il et al., 2006). En accord avec nos données phénotypiques basées sur des marqueurs
membranaires, nous avons pu également observer une augmentation de 1’expression de RORyt
aprés traitement au sein des populations de lymphocytes T yd et NKT totales (Fig. 13e). De
facon intéressante notre effet semble local car nous n’avons pas observé de modulation des

populations de lymphocytes T vd et NKT dans les rates des souris traitées (Fig. 13f).
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Figure 13: Le traitement par I’IL-7 augmentait le pool cellulaire Th17-like. (a-f) Les souris C57BL/6 WT ont
été traitées ou non par 3 doses du complexe IL-7/M25 tous les 2 jours, puis elles étaient sacrifiées et les cellules
étaient analysées par FACS. (a,b) Des dots plots représentatifs (panel gauche) et la fréquence (panel droit) des
cellules T y3 CD27 et CD27* (a) et des cellules Vy6V81* et non-Vy6Val+ (b) ont été analysées par FACS. (c) Des
dots plots des cellules NKT (panel gauche) et la fréquence de ces derniéres (panel droit) ont été représentés. (d)
Fréquence des populations NK1.1- et NK1.1*. (e) Des dots plots représentatifs (panel gauche) et Fréquence (panel
droit) des cellules T y3 et NKT RORyt*. Une expérience (n = 4-5) est représentée. (f) Fréquence des cellules T y3 et

NKT dans les rates (n = 4-5, 4 expériences).
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Le traitement a I’lL-7 augmente la capacité des leucocytes pulmonaires a produire de I’IL-
17A.

Dans le but de relier nos observations phénotypiques a une fonction biologique, des leucocytes
pulmonaires de souris contréles ou traitées avec 1’IL-7 ont été stimulés ex vivo. Si la capacité des
cellules a produire de I’IFN-y n’était pas modifiée entre les 2 groupes (Fig. 14a), nous avons pu
mettre en évidence une augmentation des taux d’IL-17A produits par les cellules pulmonaires
des souris traitées par 1I’IL-7 (Fig. 14a). En accord avec les données de cytométrie en flux, nous
n’avons pas observé de modulation de production cytokinique par les splénocytes (Fig. 14b)
confirmant un effet local de ce traitement.

Afin de déterminer les sources cellulaires responsables de cette augmentation de production
d’IL-17A, nous avons traité in vivo des souris WT, Tcrd”- (déficientes en lymphocytes T vd) et
Jal87 (déficientes en lymphocytes NKT) avec de I'TL-7 puis les cellules pulmonaires ont été
stimulées ex vivo. De facon intéressante, la déficience en lymphocytes T v6 et, dans une moindre
mesure, en lymphocytes NKT réduisait la production en IL-17A des leucocytes pulmonaires par
rapport aux cellules des souris controles (Fig. 14c). De plus, I’effet du traitement IL-7 était aboli
dans les souris Tcro” alors que la déficience en lymphocytes NKT n’affectait pas
significativement son activité biologique (Fig. 14c). Pris dans leur ensemble, nos résultats
suggérent que les effets positifs de 1’IL-7 sur la production d’IL-17A semblent principalement

dus aux lymphocytes T yd pulmonaires.
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Figure 14: Le traitement par I’IL-7 augmentait la production d’IL-17A par les leucocytes ex vivo. Les souris
ont été traitées ou non par le complexe I1L-7/M25 (3 doses) tous les 2 jours et les leucocytes étaient ensuite stimulés
ou non ex vivo par PMA/lonomycine pour 20 h. (a,b) Les taux d’IFN-y (panel gauche) et d’IL-17A (panel droit)
dans les surnagenats des cellules pulmonaires (a) et spléniques (b) ont été mesurés par ELISA (n = 4-5, 2
expériences). (c) Les taux d’IL-17A ont été mesurés par ELISA suite a la stimulation ex vivo des leucocytes

pulmonaires des souris WT, TCRS™ et Ja18™ par PMA/ionomycine (n = 4-5, 1 expérience).

Le traitement prophylactique a I’lL-7 augmente la production d’IL-17A par les cellules T
Vy6Vol* suite a I’infection pneumococcique.

Nous avons précédemment montré que 1I’IL-17A était essentiel pour le contrdle de la charge
bactérienne et la survie des souris suite a I’infection pneumococcique (Hassane et al., en
révision). Nous avons également pu mettre en évidence les lymphocytes T v3, particulierement la

population Vy6V31*, comme étant la source majeure d’IL-17A précoce dans ce modele
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infectieux (Hassane et al., en révision; Paget et al., 2015). Pour cette raison, nous avons évalué
les effets de I’IL-7 sur la stimulation de la réponse immunitaire de 1’hote au cours de I’infection
pneumococcique. Grace a une approche de FACS intracellulaire, nous avons pu montrer une
augmentation du nombre absolu des lymphocytes T yd producteurs d’IL-17A chez les souris
infectées ayant recu le traitement IL-7 (Fig. 15a). De fagon plus spécifique, le traitement a I’'IL-7
induisait une augmentation de la fréquence des lymphocytes T Vy6V81™ a produire de I'IL-17A
mais pas des autres populations de lymphocytes T v8 (non-Vy6Vé1™) (Fig. 15b). Par contre,
nous n’avons pas observé d’effet significatif sur les lymphocytes NKT producteurs d’IL-17A
(Fig. 15c). Nos résultats montrent ainsi que le traitement par 1’IL-7 induit une modulation
homéostatique et fonctionnelle du pool de lymphocytes T yd producteurs d’IL-17A, en
particulier la population CD3"9" \/y6V§1™,
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Figure 15: Le traitement par I’IL-7 induisait une production d’IL-17A par les cellules T Vy6Va1* suite a
I’infection par S. pneumoniae. Les souris infectées par S.p. ont été traitées ou non par le complexe IL-7/M25 puis
les cellules pulmonaires étaient évaluées par FACS 12 h p.i.. (a) Des dots plots pour la production d’IL-17 par les
cellules T v (panel gauche) et le nombre absolu des cellules T y8 IL-17A* (panel droit) ont été représentés. (b) Les
fréquences des cellules non-Vy6V31* (panel gauche) et Vy6Va1* (panel droit) productrices d’IL-17A ont été
analysées par FACS (n = 4-5, 3 expériences). (c) Des dots plots pour la production d’IL-17 par les cellules
NKT (panel gauche), le nombre absolu (panel au milieu) et la fréquence (panel droit) des cellules NKT IL-17A* ont

été représentés.
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Résultats

Le traitement par I’IL-7 contr6le la charge bactérienne en influencant sur la neutrophilie
mais n’a pas d’effet sur la survie d’animaux infectés par S. pneumoniae.

Afin d’évaluer I'impact du traitement a I’'IL-7 sur les paramétres pathologiques de 1’infection
pneumococcique, nous avons traité de facon prophylactique des souris WT avant infection i.n.
avec S. pneumoniae. De fagcon intéressante, nous avons observeé que le traitement par 1I’IL-7
diminuait fortement la charge bactérienne dans les poumons (-3log en moyenne) (Fig. 16a). De
plus, cette réduction au niveau local s’accompagnait d’une diminution massive de la
dissemination bactérienne (Fig. 16a). Il est a noter que 83% (10/12) des animaux traités ne
présentaient pas de signes de dissémination bactérienne contre 25% (3/12) dans le groupe
contréle. En adéquation avec leur role bénéfique dans I’élimination bactérienne, nous avons pu
montrer que cette augmentation de [’activité antibactérienne chez les animaux traités
s’accompagnait d’une augmentation du recrutement neutrophilique (Fig. 16b).
Malheureusement, malgré le contrdle important de la charge bactérienne locale et systémique
chez les souris traitées, celles-ci ne présentaient pas d’amélioration significative de leur survie
(Fig. 16c). Pris dans leur ensemble, le traitement prophylactique a I’IL-7 permet de mieux
controler la réplication et la diffusion bactérienne chez les souris mais ne s’associe pas a une

survie accrue des animaux a ’infection.

Figure 16: Le traitement par PIIL-7
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Malgré I’existence de vaccins et d’antibiotiques permettant de lutter et de protéger les populations
contre certaines infections bactériennes respiratoires, S. pneumoniae reste encore aujourd’hui une
cause majeure de morbidité et de mortalité dans le monde notamment chez les enfants et les
personnes agées (Levine et al., 2006; OMS, 2013). Une des explications de I’efficacité partielle de
la vaccination anti-pneumococcique réside dans 1’émergence de nouveaux sérotypes de S.
pneumoniae non contenus dans les vaccins en circulation (Bewick et al., 2012; Griffin et al., 2013).
Le systeme immunitaire joue un réle tres important dans le contrdle des infections a pneumocoque
notamment les acteurs moléculaires et cellulaires précoces de I’immunité innée (Koppe et al.,
2012). Pour cette raison, une étude précise des mécanismes immunitaires impliqués dans la
réponse de I’h6te contre ce pathogene semble nécessaire. En effet, une meilleure connaissance de
la réponse anti-infectieuse contre le pneumocoque pourrait a terme conduire a la définition de

nouvelles cibles thérapeutiques pour lutter contre ce pathogene.

Parmi les acteurs de la réponse immunitaire innée, les lymphocytes T yd représentent des candidats
intéressants connus pour participer a la résolution de I’infection pneumococcique (Kirby et al.,
2007). Cependant, leur fonction antibactérienne précise ainsi que les mécanismes mis en jeu dans
leur activation dans ce contexte restent encore mal connus.

L’une des caractéristiques des lymphocytes T yd (notamment ceux retrouves au niveau des
mugqueuses) est leur grande capacité a produire une cytokine clé dans la régulation des réponses
immunitaires au niveau des muqueuses, I’IL-17 (Iwakura et al., 2011). Au cours des réponses
antibactériennes, 1’IL-17 participe notamment au recrutement des polynucléaires neutrophiles au
site infectieux via I’induction de facteurs chimio-attractants produits par 1’épithélium respiratoire
(Kolls et al., 2010; Laan et al., 1999). En effet, les neutrophiles gréace a leur propriétés naturelles
d’¢élimination des pathogenes extracellulaires (ex. phagocytose, production de protéines lytiques
et NETosis) comme le pneumocoque jouent un role crucial dans le confinement et la clairance de
cette bactérie (Standish et al., 2009).

De fagon inopinée, nous avons récemment démontré 1’existence d’une sous-population de
lymphocytes T yd pulmonaires présentant une expression en surface atypique de la molécule CD3
(Paget et al., 2015). De plus, en adéquation avec leur phénotype, ces cellules présentaient une

capacité incroyable a produire de 1’IL-17 en réponse a différents stimuli suggérant une fonction

90



Discussion

spécialiseée de ces derniéres dans la production de cette cytokine (Paget et al., 2015). Bien que
retrouvées dans la plupart des tissus testés a I’exception du tractus digestif, nous avons démontré
une localisation préférentielle de ces cellules dans les poumons et la peau suggérant un réle
particulier de cette population dans le développement des réponses immunitaires au niveau des

interfaces hote/milieu extérieur.

Ainsi, nous avons émis 1’hypothése que les lymphocytes T yd « CD39" » pourraient jouer un role
prépondérant dans le développement et/ou la régulation de la réponse immunitaire de 1’h6te dans
un modele d’infection pulmonaire invasive a S. pneumoniae. Dans ce contexte, le but de mon
projet de theése fut d’étudier I’implication des lymphocytes T yé producteurs d’IL-17 (ydT17) et
notamment la population CD3°9" ainsi que les mécanismes sous-tendant leur activation en

réponse au pneumocoque.

Pourquoi les lymphocytes T yd sont-ils la source majeure d’IL-17A dans les premiers instants
de linfection pneumococcique ?

Grace a I'utilisation de souris génétiquement modifiées et d’approches de cytométrie en flux, nous
avons pu démontrer que parmi les différentes cellules immunitaires connues pour produire de I’IL-
17, les lymphocytes T 3 représentent la population majeure productrice d’IL-17 a la suite d’une
infection a pneumocoque.

Afin de comprendre les causes de cette production préférentielle d’IL-17A par les y6T17, nous
avons ¢€tudi¢ leur modalité d’activation. Ainsi nous avons pu démontrer en accord avec la
littérature (Sutton et al., 2009), que I’IL-1p et I’IL-23 produites rapidement en réponse a I’ infection
étaient nécessaires et suffisantes pour activer les y6T17. Toutefois nous pouvons nous poser la
question de savoir pourquoi certaines populations de lymphocytes innés, tels que les cellules NKT,
connus pour produire de I’'TL-17A en réponse aux mémes facteurs (Doisne et al., 2011) ne
produisent qu’une quantité négligeable de cette cytokine en comparaison aux yo6T17.

La premiere hypothese est que les ydT 17 présentent un état de pré-activation supérieur aux cellules
NKT comme nous avons pu le juger par une expression basale plus importante du marqueur
d’activation CD69. De plus, nous avons pu observer un plus fort niveau d’expression en surface
des récepteurs a I’IL-1 et I’IL-23 par les y0T17 en comparaison aux cellules NKT. En effet, ce

phénotype permet probablement une détection plus efficace des cytokines par ces cellules. De plus,
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la concentration d’IL-1 et d’IL-23 dans I’environnement pulmonaire étant probablement limitante,
cela se traduit par une compétition entre populations cellulaires pour ces cytokines activatrices.

En ce qui concerne les y8T17, nous avons pu également observer une différence dans la capacité
intrinseque des sous-populations a produire de I’'IL-17. En effet, nous montrons qu’au sein des
¥8T17, 1a population CD3P9" est responsable a elle-seule de prés des 2/3 de la production d’IL-
17A. Certaines sous-populations de lymphocytes T yd sont connues pour produire de grandes
quantités d’IL-17A comparativement aux autres résultants d’un programme de différentiation
preétablie lors de leur développement thymique (Haas et al., 2012). Toutefois, il nous a paru
surprenant d’observer que la population Vy4* connue pour produire de grandes quantités d’IL-
17A dans différents modéles (O’Brien et al., 2009) et présentant une expression similaire de
récepteurs a I’'IL-1p et I’IL-23 produit significativement moins d’IL-17A en comparaison a la
population CD3"9" Nous avons ainsi émis 1’hypothése que les différentes populations de y8T17
pourraient avoir une localisation différentielle dans le tissu pulmonaire. Ainsi via une approche de
cytométrie (Barletta et al., 2012), nous avons montré que les lymphocytes T yd CD3PM9" se
localisaient préférentiellement dans la zone interstitielle du poumon (90%) alors que les autres
populations de lymphocytes T v incluant la sous-population Vy4" étaient davantage retrouvées
marginalisées dans la vasculature pulmonaire. De la méme maniére et en accord avec nos résultats
biologiques, les cellules NKT étaient aussi majoritairement contenues dans la vasculature. Ainsi il
est possible que la capacité des lymphocytes T y5 CD3P9" 3 produire rapidement de 1’TL-17A soit
dictée par une localisation préférentielle de celles-ci dans le parenchyme pulmonaire, une zone en
contact plus étroit avec les éventuels pathogénes présents dans les voies respiratoires et les alvéoles

pulmonaires.

Les lymphocytes T yo CD319" V46V 1 sont résidents dans le parenchyme pulmonaire : Une
population spécialisée dans les défenses antibactériennes ?

Comme indiqué précédemment, un lien étroit existe entre la spécialité fonctionnelle des
lymphocytes T yo (ex. production de cytokines spécifiques) et la nature du TCR exprimé par ces
derniéres (O’Brien et al., 2009). Nous avions récemment suggéré par des analyses génomiques
que les lymphocytes T v CD3PM9 pulmonaires exprimaient un TCR invariant composé d’une
chaine Vy6 appariée a une chaine V31 (Paget et al., 2015), une observation en accord avec la nature

« Th17-like » de cette population (Haas et al., 2012). Toutefois nous avons voulu confirmer ces
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données au niveau protéique. Pour cela, nous avons obtenu un anticorps (clone 17D1 : Dr R.
Tigelaar, Université de Yale, USA) initialement développé pour cibler le TCR invariant Vy5Vo1
des « Dendritic Epidermal T Cells » (Mallick-Wood et al., 1998). Toutefois, sous certaines
conditions (lorsque la chaine V& du TCR est en premier lieu stabilisée), cet anticorps cross-réagit
avec le TCR Vy6Vé1 (Roark et al., 2004). Nous avons tiré profit de cette particularité pour tester
notre hypothése sur les lymphocytes T y5 CD39". Ainsi nous avons confirmé nos résultats basés
sur des analyses génomiques pour démontrer que les lymphocytes T y& CD3P9" exprimaient
uniformément le TCR invariant Vy6Vaol.

Comme vu précédemment, les lymphocytes T Vy6V31* sont localisés dans le compartiment
interstitiel pulmonaire et constituent ainsi 1’une des premiéres lignes de défenses contre les
pathogénes respiratoires comme le pneumocoque. Toutefois, il serait intéressant d’étudier la
localisation précise de ces dernieres dans le parenchyme pulmonaire. L’unique marqueur
specifique connu a ce jour étant le TCR Vy6Vol, l'utilisation d'approches histologiques semble
pour le moment impossible. En effet, le clone 17D1 ne semble pas donner un marquage optimal
pour ce genre d’approche (Wands et al., 2005). La mise en évidence de nouveaux marqueurs
specifiques pour cette population semble donc un pré-requis pour répondre a cette question.

On peut toutefois citer que les lymphocytes T Vy6V31™ de la muqueuse vaginale sont localisés
dans I’épithélium (Itohara et al., 1990). Il serait intéressant de savoir si leurs homologues
pulmonaires ont une distribution similaire.

Leur localisation préférentielle dans les muqueuses pulmonaires et vaginales suggére également
un environnement favorable a leur homéostasie. De facon intéressante, nous avons déja démontré
que le microbiote jouait un r6le important dans la maintenance de la population Vy6V3dl. En effet,
le conditionnement des souris dans un environnement « Germ-free » réduit trés fortement la
fréquence et le nombre absolu (~ 75%) de Vy6Vol dans le poumon en comparaison avec des
animaux maintenu dans un environnement classique « SPF » (Paget et al., 2015). De plus, mes
travaux de these montrent une diminution quasi-similaire de la fréquence des lymphocytes T
Vy6V51*pulmonaires chez les souris 1123p197suggérant que 1’IL-23 pourrait avoir lui aussi un
réle dans la maintenance de cette population en périphérie. Dans ce contexte, il est tentant de
spéculer que ces deux observations pourraient étre liées.

En effet, les muqueuses pulmonaires et vaginales sont colonisées par une flore trés riche en

bactéries lactiques. L’acide lactique étant connu pour influencer positivement la production d’IL-
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23 (Witkin et al., 2011; Yabu et al., 2011), il est envisageable qu’au travers de la production de
lactate, les bactéries commensales des muqueuses vaginales et pulmonaires favorisent la
production d’IL-23 en « steady-state » et donc la maintenance des lymphocytes T y6 Vy6Vd1 dans
ces compartiments. L’absence de Vy6Vd1 dans les différentes parties du tractus digestif (intestin
gréle et colon) reste a ce jour un mystere. Toutefois il est possible que la plus grande diversité
d’especes bactériennes dans ce compartiment induise des signaux environnementaux non propices
au « homing » des lymphocytes T Vy6Vol.

L’utilisation de souris déficientes pour le récepteur au lactate (GPR81) pourrait dans le futur nous
permettre d’évaluer cette hypothése. Une hypothése d’autant plus intéressante qu’elle s’insére
pleinement dans I’intérét croissant des immunologistes sur le réle du métabolisme glucidique
(notamment la balance fermentation/respiration) dans les processus de régulation de la réponse

immune.

Que traduit la forte expression de CD3 a la surface des lymphocytes T Vy6Vol ?

Une autre caractéristique atypique des lymphocytes T Vy6Val est le fort niveau de signaux CD3
retrouvé a leur surface. L’explication la plus simple pourrait résider dans une différence
d’accessibilité de I’anticorps pour 1’épitope par rapport aux autres sous-populations. Toutefois,
I’utilisation des clones 17A2 et 2C11, deux clones reconnaissant respectivement la sous-unité
CD3¢ et le complexe dimérique CD3ye permet une separation similaire des lymphocytes T
Vy6Vol (Paget et al., 2015).

Une autre hypothése séduisante est que ce TCR pourrait avoir une composition et/ou une
steechiométrie particuliere. En effet certains TCR ont déja été démontrés comme présentant une
structure alternative dans laquelle certaines sous-unités du complexe CD3 (CD3( et CD3n) sont
substituées par un homodimeére de la sous-unité y du récepteur de haute affinité pour les IgE
(FceRly) (Koyasu et al., 1992). Toutefois, nous avons écarté cette hypothése via 1’analyse du
compartiment Vy6V81 chez des souris FceRIy” (Paget et al., 2015). Par ailleurs, la fagon
empirique par laquelle le clone 17D1 cross-réagit avec le TCR Vy6Vd1l va dans le sens d’un
complexe CD3/TCR alternatif. En effet, au cours de 1’étude initiale ayant démontré la cross-
réactivité du clone 17D1 sur le TCR Vy6V3al1 (Roark et al., 2004), les auteurs émettent I”hypothése
que le complexe TCR/CD3 de cette population pourrait présenter une structure unique différente

des autres lymphocytes T yo. Dans ce contexte, 1’étude de la composition et de la steechiométrie
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du TCR Vy6Vé1 par des approches biochimiques (2D SDS-PAGE analysis et Blue native PAGE)
serait intéressante a réaliser. Toutefois le faible nombre absolu de ces cellules représente un frein
important dans la mise en place de ce genre d’approche. L utilisation d’un hybridome T Vy6V41
pourrait étre une alternative intéressante afin d’évaluer cette question. Cet outil vient d’ailleurs
d’étre généré par le laboratoire de nos collaborateurs canadiens (A/Prof. T. Mallevaey, Université

de Toronto) et sera ainsi testé dans nos travaux futurs.

Que reconnait le TCR Vy6Vol ?

Le répertoire antigénique des lymphocytes T yd murins et plus particuliecrement des lymphocytes
T Vy6Vol est a I’heure actuelle inconnu. Sur la base de I’invariance du TCR, nous pouvons
postuler que ce répertoire est probablement relativement restreint. Le développement de nouveaux
outils biologiques est donc indispensable afin de pouvoir détecter et rechercher in vitro et in vivo
les ligands putatifs du TCR Vy6V3l1. Sur une base collaborative, nous développons a 1’heure
actuelle un TCR soluble Vy6V41 afin d’obtenir des multiméres de forte affinité pour ses ligands
et utilisables via différentes approches comme la cytométrie en flux ou la
thermophorése/résonance plasmonique de surface. L’utilisation de I’hybridome exprimant le TCR

Vy6Va1 décrit ci-dessus nous sera également précieuse dans ces études.

Les polynucléaires neutrophiles : Une source inattendue d’IL-18

Longtemps considérée comme une cellule "mono-tache" spécialisée dans I'élimination des
pathogeénes (phagocytose, dégranulation de protéines antibactériennes et NETosis), plusieurs
études récentes ont introduit le concept que les neutrophiles étaient en fait des cellules complexes
douees de fonctions diverses et variées. Par exemple, les neutrophiles semblent étre équipés pour
produire divers médiateurs inflammatoires tels que des cytokines et des chimiokines (Mantovani
etal., 2011). Via cette caractéristique il est possible que sous certaines conditions les neutrophiles
puissent jouer des roles accessoires immuno-régulateurs, loin de leur réle traditionnel de cellules
« tueuses ».

Dans notre étude, nous avons démontré qu’au cours de I’infection par S. pneumoniae, les
polynucléaires neutrophiles représentaient la source cellulaire majeure d’IL-1, une cytokine
généralement issue d’autres populations immunes en contexte infectieux comme les macrophages.

Au cours de notre analyse, nous avons toutefois montré que d’autres populations myéloides étaient
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capables de produire du prolL-1p dans des proportions similaires aux neutrophiles. De plus, la
déplétion en neutrophiles n’abroge pas complétement la production d’IL-1p bioactive dans le
poumon suggérant que d’autres sources cellulaires ont un role non négligeable dans ce phénomeéne.
Ainsi, pourquoi les neutrophiles semblent-ils la source majoritaire d’IL-1f dans notre mode¢le
infectieux? Etant donné que nos résultats suggerent un mécanisme conservé de production d’IL-
1B par les différentes populations cellulaires, I’hypothése la plus simple est que les neutrophiles
produisent de grandes quantités d’IL-1p d0 a leur plus grande représentation dans le poumon. En
accord avec nos observations, le laboratoire d’Eric Pearlman a trés récemment démontrée que les
neutrophiles étaient également une source majeure d’IL-1B dans un modele de kératite a S.
pneumoniae (Karmakar et al., 2015).

Une autre observation intéressante est que, via cette capacité a produire de I’IL-1, les neutrophiles
participent indirectement a leur propre recrutement vers le site d’infection. Une observation en
accord avec une autre étude récente montrant le role de cette cytokine dans la régulation de la
neutrophilie en réponse a un autre sérotype de S. pneumoniae (Jose et al., 2015). Il serait intéressant
a l’avenir d’étudier si cette fonction accessoire des neutrophiles est restreinte a certaines
populations particuliéres retrouvées dans certains tissus ou bien si le neutrophile est une cellule
« plastique » dont les fonctions sont gouvernées par des signaux environnementaux. Au regard de
nos reésultats, on peut émettre I’hypothése que leur fonction accessoire soit dominante aux temps
précoces de I’infection (pas de contact direct avec les pathogenes) pour laisser réapparaitre par la
suite leur fonction « traditionnelle » de cellules spécialisées dans 1’élimination des pathogénes une

fois la colonisation de la bactérie établie.

Les neutrophiles pulmonaires : une population aux fonctions pléiotropiques ou subdivisée en
populations fonctionnellement spécialisées ?

Il devient de plus en plus évident, au regard de la littérature actuelle, que les neutrophiles sont des
cellules complexes douées d'un grand nombre de fonctions. Ainsi, I'existence de différentes sous-
populations de neutrophiles possédant des fonctions spécialisées a recemment été décrite dans
I'inflammation et le cancer (Arnardottir et al., 2012 ; Sagiv et al., 2015). Par ailleurs, peu de
données sont, a ce jour, disponibles sur le sujet au cours des infections respiratoires pourtant I'un
des réservoirs principaux de neutrophiles. Toutefois, une étude réalisée par Bou Ghanem et ses

collegues a montré que les fonctions des neutrophiles dans le contexte d’une infection intra-
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trachéale par S. pneumoniae sérotype IV varient dans le temps (Bou Ghanem et al., 2015). En effet,
si les neutrophiles sont déplétés avant 1’infection, ceci induit un effet délétére sur la réponse anti-
infectieuse se caractérisant par une diminution de la survie et une augmentation de la charge
bactérienne. Par contre, une déplétion 18h aprés I’infection entraine des effets bénéfiques. Encore
une fois, il reste a définir si cette observation s’explique par 1’existence de plusieurs populations
de neutrophiles aux fonctions différentes, ou bien due a la plasticité fonctionnelle de ces cellules
dans le déroulement de I’infection.

Nos travaux préliminaires suggérent toutefois I'existence de sous-populations neutrophiliques
pulmonaires spécialisées chez des souris naives. A I’avenir, il serait intéressant de déterminer la
signature transcriptomique de ces « subsets » et leur relevance physiologique dans différents
modéles expérimentaux d'infections respiratoires. La création de modéles animaux de délétion
conditionnelle a partir de souris MRP8-cre (expression spécifique dans les granulocytes) pourrait

étre utile.

Les neutrophiles : une population spécialisée dans la formation des inflammasomes ?
L’expression de différents composants des inflammasomes a déja été décrite a 1’état basal dans la
plupart des populations de la lignée myéloide comme les monocytes ou encore les cellules
dendritiques (Guarda et al., 2011). Jusqu’a trés récemment, la capacité des neutrophiles a former
des inflammasomes fonctionnels n’avait pas été étudiée.

Toutefois, Chen et ses collegues ont montré que les neutrophiles présentent un inflammasome
NLRC4 actif suite a une infection péritonéale aigue par Salmonella typhimurium et constituent
ainsi la source cellulaire majeure d’IL-1p in vivo (Chen et al., 2014).

D’autres études suggérent également I’existence d’un inflammasome NLRP3 fonctionnel au sein
de ces cellules. Pour preuve de concept, Mankan et ses collegues ont montré artificiellement in
vitro que des neutrophiles dérivés de moelle osseuse expriment un inflammasome NLRP3 actif en
réponse au LPS et a la nigéricine (Mankan et al., 2012). De plus, une autre étude a démontré que
la production d’IL-1p in vitro par des neutrophiles dérivés de moelle osseuse de souris Asc™
diminue suite a une stimulation par Staphylococcus aureus (Cho et al., 2012). Via I’utilisation
d’inhibiteurs de NLRP3 et de caspase-1, les auteurs ont observé une diminution de la production
d’IL-1B suggérant I’implication de I’inflammasome NLRP3 dans cet effet. Plus récemment,

Karmakar et ses collegues ont pu veérifier ce méme phenotype in vitro suite a une activation par
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une souche de Streptococcus pneumoniae (sérotype 4) inactivée par la chaleur (Karmakar et al.,
2015).

Si ces études suggerent la présence d’un inflammasome NLRP3 fonctionnel au sein des
neutrophiles, la preuve in vivo de cette activité reste encore a démontrer. Grace a 1’utilisation de
souris genétiquement et de souches bactériennes mutantes, nos travaux démontrent la
fonctionnalité de I’inflammasome NLRP3 au sein des neutrophiles pulmonaires et la relevance de
ce dernier sur le développement de la réponse antibactérienne dans notre modéle d’infection
respiratoire & S. pneumoniae. Toutefois afin de valider définitivement notre hypothese, le
développement d’un modéle animal de délétion conditionnel de I’inflammasome NLRP3 au sein
des neutrophiles est nécessaire. En collaboration avec le laboratoire du Prof. Lamkanfi (Université
de Gand, Belgique), nous développons actuellement ce modéle grace au croisement d’une souris
MRP8-cre (expression du gene sélective par les granulocytes) avec une souris Casp-1(f/f). Ces
souris seront bient6t disponibles et valorisés dans notre modele infectieux afin de corroborer ou
non nos resultats. 1l serait également intéressant d’évaluer I’importance de cet inflammasome
NLRP3 porté par les neutrophiles dans d’autres modeles de réponses immunes telles que
I’inflammation ou le cancer.

Dans notre modele, les neutrophiles semblent étre la source majoritaire d’IL-1 devant des cellules
normalement « spécialisées » dans la formation d’inflammasome tel que les macrophages ou les
DCs. Si comme noté précédemment, 1’explication la plus simple et la plus logique sur ce
phénomeéne réside dans leur nombre plus important au site infectieux, il serait toutefois intéressant
de comparer leur capacité intrinséque a produire de I’IL-1pB de fagon NLRP3-dépendante in vitro
en comparaison avec d’autres populations myéloides (macrophages et DCs); Une question certes
tres fondamentale mais qui permettrait & la communauté « inflammasome » de pouvoir considérer
ou non les neutrophiles comme des cellules d’intérét dans ce domaine de recherche.

Il est également a noter que nos résultats non publiés suggerent que les éosinophiles pulmonaires
semblent capables de former un inflammasome NLRP3 fonctionnel. Si la relevance de cette
observation semble peu probable dans un modele d’infection bactérienne, il serait intéressant
d’étudier finement leur contribution dans des modeles d’hypersensibilité (asthme, dermatite) ou
d’infections parasitaires.

Au-dela de leur capacité a induire la synthése des cytokines pro-inflammatoires IL-1p, IL-18 ou

IL-33, l’activité des inflammasomes peut aboutir au développement d’un programme de mort
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cellulaire, dépendant de caspase-1, appelé « pyroptose » (Lamkanfi et al., 2012). Les études in
vitro semblent indiquer que 1’activation des inflammasomes au sein des neutrophiles ne conduit
pas a une pyroptose de ces derniéres (Chen et al., 2014; Karmakar et al., 2015). Au regard de la
fragilité de ces cellules en culture, cette observation est relativement surprenante.
Conceptuellement, la possible résistance des neutrophiles a la pyroptose pourrait s’avérer
bénéfique pour 1’hdte en permettant a ces derniéres de maintenir leur capacité a produire des
cytokines pro-inflammatoires au site infectieux sans compromettre leur activité antibactérienne
directe subséquente et indépendante des inflammasomes (phagocytose). Si nos résultats in vitro
semblent aller dans le sens des travaux précedents (< 5% de mort cellulaire en culture), nous ne
pouvons pas exclure la possibilité que la production d’IL-1f par les neutrophiles soit due a une
faible fraction de la population entrant en pyroptose. L’évaluation de marqueurs plus spécifique
de la pyroptose et I'utilisation de techniques d’imagerie pourrait nous permettre d’étudier plus

finement ce phénomeéne.

L’activation de linflammasome NLRP3 des neutrophiles nécessite une « collaboration » entre
le pathogeéne et I’hote.

D’un point de vue mécanistique, I’activation de I’inflammasome NLRP3 au sein des neutrophiles
est dépendante du TNF-a produit par les macrophages alvéolaires (AMs) (signal 1) et de la
pneumolysine bactérienne pour I’activation et la formation de I’inflammasome NLRP3 (signal 2).

- Signal 1:

Nos observations différent ainsi de 1’étude réalisée par 1’équipe d’Eric Pearlman dans un modele
de kératite a pneumocoque notamment concernant 1’étape de priming (Karmakar et al., 2015). En
effet, dans leur démonstration essentiellement in vitro, les auteurs utilisent des neutrophiles dérivés
de moelle osseuse et des bactéries inactivées par la chaleur. Ainsi, dii a ’absence de contraintes
physique d’un modéle in vitro, Karmakar et ses collegues proposent que 1’étape de priming de
I’inflammasome NLRP3 dépende de la reconnaissance directe de PAMPs bactériens par le
neutrophile. Toutefois, ce mode¢le ne traduit pas la complexité spatiale et temporelle d’un organe
tel que le poumon. Dans notre modele, nous montrons que le priming rapide observé au sein des
neutrophiles apparait méme que les bactéries sont encore contenues dans les alvéoles au contact
des AMs mais pas des neutrophiles. En I’absence de co-localisation entre la bactérie et le

neutrophile, il est peu probable qu’une reconnaissance directe via les PRRs neutrophiliques puisse

99



Discussion

étre mise en cause. Nous proposons donc qu’un intermédiaire existe entre le neutrophile et la
bactérie. Ainsi nous avons pu démontrer I’importance du TNF-a produit par les AMs dans le
priming des neutrophiles. Les causes de cette production cytokinique n’ont pas été évaluées dans
notre étude mais au regard de leur localisation conjointe dans les alvéoles, il est fort probable que
la synthese de TNF-a par les AMs repose sur la reconnaissance directe de composants
pneumococciques. Cependant a des temps plus tardifs, nous ne pouvons pas exclure qu’une fois
que (i) la bactérie aura franchi la barriére alvéolo-capillaire ou (ii) que les neutrophiles auront
migré dans les espaces aériens, le mécanisme de priming soit dépendant d’une reconnaissance
directe de S. pneumoniae par les neutrophiles.

Dans notre modele, I’activation des neutrophiles se fait par une signalisation dépendante du
récepteur TNFR1. Ainsi nos travaux montrent pour la premiere fois la fonctionnalité de TNFR1 a
la surface des neutrophiles. L’abrogation totale de priming chez les souris Tnfrsfla’ suggére que
le signal est compléetement dépendant de ce récepteur et donc indépendant de TNFR2. Toutefois
seule I'utilisation d’une souris déficiente pour ce récepteur nous permettra de valider cela. Au
regard de la littérature actuelle, ces observations font sens car la signalisation de TNFR1 aboutit a
’activation du facteur de transcription NF-kB (Wertz et al., 2010), une étape essentielle au priming

de I’inflammasome (Gross et al., 2011).

- Signal 2 :
En ce qui concerne ’activation de I’inflammasome NLRP3 dans les neutrophiles, nos travaux
montrent grace a I’utilisation de souches mutantes et d’approches in vitro I’importance de la
pneumolysine de pneumocogue dans ce phénomeéne. Cette observation est en accord avec les
travaux initiaux du groupe d’Aras Kadioglu (Université de Liverpool, UK) montrant I’importance
de ce facteur de virulence dans I’activation générale de I’inflammasome NLRP3 au cours de
I’infection pneumococcique (McNeela et al., 2010). L’étude in vitro de Karmakar montre
également le rdle de cette toxine dans I’activation de I’inflammasome NLRP3 dans les neutrophiles
(Karmakar et al., 2015). Le role de cette famille de toxines formant des pores au niveau des
membranes cellulaires est reconnu comme un mécanisme courant d’activation de 1’inflammasome
NLRP3 au cours des infections (Munoz-Plannilo et al., 2013). La formation de ces pores entraine
alors une modification de la concentration en potassium cytosolique aboutissant a 1’activation de

NLRP3.
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Plus récemment, I’équipe d’Eric Pearlman a proposé¢ une nouvelle voie d’activation de NLRP3 au
sein des neutrophiles via I’engagement du récepteur P2X7 (Karmakar et al., 2016). En effet, leur
étude suggere in vitro que I’ATP présent dans I’environnement pourrait engager ce récepteur
purinergique pour induire le priming des neutrophiles. Cependant, il faut noter que, in vivo,
I’obtention de concentration d’ATP de 1’ordre du mM ne peut étre observée qu’en cas de tres forte
inflammation et ainsi ne pourrait participer a ’activation de I’inflammasome NLRP3 qu’a des
temps tardifs, une fois 1’infection bien établie.

Notre étude met ainsi en évidence un mécanisme tripartite dans lequel la bactérie, les AMs et les
neutrophiles interagissent activement pour produire de grandes quantités d’IL-1p indispensables

au développement d’une réponse immunitaire de 1’hote protectrice.

Un inflammasome NLRP3 fonctionnel dans les neutrophiles humains

Tout comme les cellules myéloides murines, les macrophages humains primaires stimulés avec du
LPS sont capables d’augmenter leur expression protéique de NLRP3, et une fois activés avec de
I’ATP, ces cellules produisent de I’IL-1B de fagcon dépendante de I’inflammasome (Netea et al.,
2009). De plus, via I’utilisation de la lignée monocytaire THP-1, 1’oligomérisation d’ASC ainsi
qu’un clivage de la pro-caspase-1 en caspase-1 ont été mis en évidence (Nurmi et al., 2013).

De méme, une étude réalisée par Fernandez et ses collegues a montré que les DCs isolées de sang
périphérique humain présentent un inflammasome NLRP3 fonctionnel. Une production d’IL-1B a
été observée suite a un priming TLR-dépendant et une stimulation par la nigéricine ou I’ATP.
L’utilisation d’un inhibiteur spécifique confirme bien que le phénotype observe est dépendant de
I’inflammasome NLRP3 (Fernandez et al., 2015).

Les données concernant les neutrophiles sont quant a elles plus rares. Toutefois, les neutrophiles
humains expriment les différents composants de 1’inflammasome NLRP3 dont ASC et caspase-1.
Ainsi il semble que les neutrophiles humains soient équipés pour produire des cytokines pro-
inflammatoires NLRP3-dépendantes telles que I’'IL-1B (Bakele et al., 2014). La culture de
neutrophiles en présence de LPS et d’ATP confirme cela (Bakele et al., 2014). En plus, une étude
effectuée par Perez-Figueroa et ses collegues a montré que I’infection des neutrophiles humains
par Helicobacter pylori entraine une production d’IL-1B concomitante avec 1’expression de
composants de I’inflammasome NLRP3 tels que les protéines ASC et NLRP3 et une augmentation

de I’activité de la caspase-1 (Perez-Figueroa et al., 2016). Enfin, I’incubation de neutrophiles
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humains de sang périphérigue avec une souche « heat-killed » de S. pneumoniae sérotype 4 induit
une production d’IL-1fB associée avec les caractéristiques de la formation d’un inflammasome
NLRP3 (Karmakar et al., 2015). De fagon intéressante, 1’utilisation d’une bactérie mutée pour la
pneumolysine induit une diminution de la production d’IL-1B en comparaison avec la souche
parentale.

Similairement a nos résultats murins, nous avons pu démontrer que les neutrophiles humains
pouvaient produire de I’IL-1B en réponse au TNF-a et la pneumolysine. Grace a 1’utilisation du
nouvellement décrit inhibiteur spécifique MCC950 (Coll et al., 2015), nous avons pu démontrer
que cette production d’IL-1p est totalement dépendante de I’inflammasome NLRP3.

Cependant, la technique de purification utilisée pour isoler les neutrophiles humains est critique
pour la bonne interprétation des résultats. En effet, I’isolation de neutrophiles par gradient de
densité induit généralement une contamination par des monocytes représentant la source majeure
d’IL-1p (Sabroe et al., 2004). Selon Bakele et ses collégues, I’utilisation de neutrophiles humains
purifiés par sélection négative devrait étre privilégiée et permettrait d’obtenir une pureté maximale
(Bakele et al., 2014). Toutefois, méme si cette derniére technique semble améliorer le rendement
obtenu, nous avons eu recours dans notre étude a une séparation par gradient de densité. Les
fréquences de monocytes obtenus furent négligeables, voire quasi-nulles (1.7% environ), et la
pureté neutrophilique toujours supérieure a 80%, ce qui suggere que la technique de séparation
traditionnelle reste efficace et utilisable.

Manipuler la biologie de I’IL-7 : une nouvelle approche thérapeutique dans la régulation des
pathologies respiratoires ?

A ce jour, 15 essais cliniques utilisant de I’IL-7 recombinante humaine ont été développés et/ou
réalisés. En tant que facteur important dans le développement des lymphocytes T et B, certains
essais avaient testé I’effet de cette cytokine dans des cas de transplantation de cellules souches
hématopoiétiques, de lymphopénie, de cancer du rein et d’infections virales chroniques telles que
le VIH et les virus de I’hépatite B et C (Mackall et al., 2011). Toutefois, aucune étude clinique
basée sur I’administration d’IL-7 n’a pour le moment été développée pour les infections
bactériennes. 1l est important de noter qu’aux doses testées, ce traitement est plutot bien toléré par
les patients. Les effets secondaires associés les plus communément observés comprennent de la

fievre, des malaises, une augmentation transitoire des enzymes hépatiques, des erythémes et une
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douleur au point d’injection. Ainsi ces données suggerent la faisabilité d’approches thérapeutiques
en clinique basées sur I’utilisation de I’IL-7.

Par ailleurs les données sur des modeles précliniques sont plus abondantes. Au cours de I’infection
par Mycobacterium tuberculosis, le traitement thérapeutique de souris par I’'TL-7 aboutit a une
amélioration de leur survie, sans effets toutefois sur la formation/composition des granulomes ou
sur la charge bactérienne (Maeurer et al., 2000). Dans un autre modele d’infection intestinale a
Citrobacter rodentium, Zhang et ses collégues ont pu montrer que I’'IL-7 produit par les cellules
épithéliales intestinales était critique dans la protection contre ce pathogene. L’utilisation d’un
anti-IL-7Ra entraine une augmentation de la charge bactérienne associée a une aggravation des
dommages intestinaux et une diminution de la survie des souris (Zhang et al., 2015). Une étude
effectuée par Kasten et ses collegues a montré, dans un modéle de sepsis, que I’administration
d’IL-7 aux souris aboutissait a une augmentation du taux d’IL-17 principalement due a un
recrutement de lymphocytes T v8. L’administration d’IL-7 chez des souris Tcrd” a montré une
diminution de la production d’IL-17 au niveau des lavages péritonéaux. De plus, I’'IL-7 aboutit a
une diminution de la bactériémie et une augmentation du recrutement des neutrophiles. Toutefois,
le traitement n’avait aucun effet sur la fonction de ces derniers (Kasten et al., 2010).

Etant donné le rdle de I’IL-7 dans la maintenance et I’activation des populations de lymphocytes
T 8 et NKT productrices d’IL-17 (Michel et al., 2012; Webster et al., 2014), nous avons emis
I’hypothése qu’un traitement prophylactique local avec de I’IL-7 puisse avoir un effet bénéfique
sur la réponse immune anti-pneumococcique. Notre étude montre que ce traitement chez des souris
naives induit une augmentation du pool de cellules innées présentant un phénotype de cellules
productrices d’IL-17 (ydT17 et NKT). Nous avons également montré que ce traitement avait un
role similaire sur les ILC3 pulmonaires corrélé avec une production d’IL-22 plus importante.
Toutefois, des etudes complémentaires seront nécessaires afin de potentiellement exploiter ce
phénotype. De plus la restimulation de leucocytes pulmonaires de souris traitées avec 1’IL-7 résulte
en une production massive d’IL-17 en comparaison aux leucocytes de souris controles. De facon
intéressante, nos observations semblent restreintes au poumon réduisant les risques d’effets
secondaires potentiellement induits par cette cytokine. Dans le contexte d’infection par le
pneumocoque, ce traitement conduit a une production plus importante d’IL-17A par les yoT17

mais pas par les cellules NKT. De fagon similaire a nos observations faites au cours de I’infection
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naturelle a S. pneumoniae, il est possible que la compétition entre ces deux populations pour les
cytokines activatrices (ex. IL-1 et IL-23) soit responsable de ce phénotype

En corrélation avec cette augmentation de la production d’IL-17A, nous observons une
augmentation du recrutement des neutrophiles associée a une diminution significative de la charge
bactérienne chez les souris traitées par 1’IL-7. D’une facon globale, ce traitement semble avoir un
effet prophylactique bénéfique pour les souris en cas d’infection bactérienne par S. pneumoniae.
Des investigations supplémentaires seront nécessaires afin de mieux comprendre les modalités
d’action de I’IL-7 mais aussi de mettre en évidence son efficacité dans d’autres modéles
d’infections bactériennes respiratoires.

L’IL-17 a un réle pivot dans le développement des réponses immunitaires au niveau du poumon.
Dans ce contexte, nous pouvons imaginer que dans des modéles dans lesquels cette cytokine joue
un réle délétére comme 1’inflammation (asthme, fibrose pulmonaire ou broncho-pneumopathie
chronique obstructive), ’utilisation d’anticorps neutralisants dirigés contre 1’IL-7 puisse étre

exploitée.
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En conclusion, mes travaux de these ont permis pour la premiere fois la mise en évidence de la
fonctionnalité et la relevance biologique de I’inflammasome NLRP3 dans les neutrophiles
pulmonaires in vivo dans notre modeéle d’infection respiratoire par S. pneumoniae.

De fagon inattendue, les neutrophiles semblent avoir un réle accessoire original a des temps
précoces de I’infection via leur capacité a produire de I’IL-1p. Cette synthése protéique est possible
grace a la combinaison de signaux a la fois dérivés de 1’hote (TNF-a des AMs) et de la bactérie
(toxine). D’un point de vue « translationnel », nous avons été capables de récapituler ce mécanisme
avec des neutrophiles humains isolés de sang périphérique.

De facon intégrée a la réponse immune, cette production d’IL-1p par les neutrophiles participe a
I’activation des populations de lymphocytes T v producteurs d’IL-17 ; une cytokine essentielle
dans le controle de I’infection bactérienne via sa capacité a induire rapidement le recrutement
d’une deuxiéme vague de neutrophiles participant directement a 1’élimination et la clairance
bactérienne.

Sur la base de ces travaux fondamentaux, nous avons émis I’hypothése qu’une augmentation du
pool de cellules innées sécrétrices d’IL-17A pourrait avoir un impact positif sur le contrdle d’une
infection respiratoire a pneumocoque. Ainsi via 1’administration chronique et locale d’IL-7, nous
avons été capables d’augmenter la fréquence de cellules productrices d’IL-17 résultant en un effet
bénéfique dans la clairance du pathogéne associé a une augmentation de I’activité de 1’axe
populations lymphocytaires innées produisant de I’IL-17/neutrophiles. A ce stade, méme s’ils sont
encourageants, il reste @ mieux comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires associés a
cet effet dans 1’éventualité de proposer une nouvelle approche thérapeutique dans la modulation

des réponses immunitaires pulmonaires basée sur la manipulation de la biologie de I’IL-7.
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Abstract

Traditionally regarded as simple foot soldiers of the innate immune response limited to the
eradication of pathogens, neutrophils recently emerged as more complex cells endowed with a set
of immunoregulatory functions. Using a model of invasive pneumococcal disease, we highlighted
an unexpected key role for neutrophils as accessory cells in innate IL-17A production by lung
resident Vy6V31™ T cells via NLRP3 inflammasome-dependent IL-1f secretion. In vivo activation
of the NLRP3 inflammasome in neutrophils required both host-derived and bacterial-derived
signals. Elaborately, this activation mechanism it relies on (i) alveolar macrophage-secreted TNF-
a for priming and (ii) subsequent exposure to bacterial pneumolysin for activation. Interestingly,
this mechanism can be translated to human neutrophils. Our work revealed the cellular and
molecular dynamic events leading to y0T17 cell activation, and highlighted for the first time the
existence of a fully functional NLRP3 inflammasome in lung neutrophils. This immune axis thus

regulates the development of a protective host response to respiratory bacterial infections.



Introduction

The Gram-positive bacterium Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) is often present in the
mucosa lining of the nasopharynx. In healthy individuals, colonization by the pneumococcus is
usually associated with mild symptoms or may even be asymptomatic. However, under certain
circumstances (e.g. in immunocompromised hosts and/or with virulent strains), colonization can
result in life-threatening diseases (such as community-acquired pneumonia, meningitis and
sepsis)!2. Pneumococcal-related mortality is currently increasing, and recent estimates suggest that
the pneumococcus is responsible at least a million deaths worldwide each year®. Invasive
pneumococcal disease accounts for most of these cases, of which 35% are caused by serotypes 1,
5 and 14*. Although several vaccines have been developed to control this infection, pneumococcal
disease has by no means been eradicated. Innate immune responses are critically involved in the
host’s early attempts to contain or eliminate bacterial pathogens, and also provide support for a
subsequent adaptive immune response (if required).

The cytokine interleukin-17A (IL-17A) is a particularly important pro-inflammatory innate factor
that regulates immune responses at mucosal barriers °. IL-17A has a key role in the host’s anti-
microbial defenses in particular through the indirect recruitment of neutrophils via induction of
chemokines®. In this context, most of the data on Th17-related cytokines in protective acquired
host responses to pneumococcal infection have been collected using colonizing strains’®. However,
IL-17 contribution to the outcome of an acute infection (leading to invasive disease) has not been
characterized.

Gamma-delta (y8) T cells reportedly produce large amounts of 1L-17A% early on in a variety of
immune responses'?. Mouse IL-17-producing ydT (y8T17) cells are characterized by the lack of
surface expression of CD27 - a thymic regulator that determines the cytokine profile (IFN-y- vs IL-

17A-production) of y3T cells in the periphery®. We recently reported that a substantial proportion



of ydT cells in the lung (20-30% under resting conditions) express high CD3 levels and
preferentially produce IL-17A in response to various stimulit®. In the lung, we unexpectedly found
this phenotype to be restricted to the innate-like Vy6V81* T cell subset.

Neutrophils and alveolar macrophages (AMs) have long been recognized as terminal innate
effector cells during acute infection. They facilitate extracellular pathogen clearance by mediating
phagocytosis and the release of lytic enzymes, antimicrobial peptides and reactive oxygen
species'>®. Moreover, recent evidence indicates that the production of a wide array of
inflammatory mediators (such as cytokines and/or chemokines) enable these cells to have potential
accessory functions*’~%°, For example, neutrophils express various pattern recognition receptors
including inflammasome components?. Thus, it was recently demonstrated that ex vivo cultured
neutrophils produce the pro-inflammatory cytokine IL-1p through the nucleotide-binding
oligomerization domain receptor, pyrin-containing 3 (NLRP3) inflammasome? %, The
physiological relevance of this activity remains to be determined.

Recently, we and others have shown that tumor necrosis factor-o. (TNF-a) can be instrumental in
the transcriptional priming of NLRP3 inflammasome activity in vivo and in vitro by up-regulating
protein levels of prolL-1B in various myeloid cell populations (including neutrophils) 2%, TNF-a
is an early, ubiquitous cytokine that is massively produced during infections and exerts important
biological functions by regulating a wide range of genes in target cells. By binding to two
structurally distinct receptors (namely TNF-R1 (CD120a) and TNF-R2 (CD120b))?°, TNF-a
contributes to pleiotropic activities during inflammation such as cell survival/death and the
induction of the production of other cytokines?’.

In the present study of lung infection by an invasive strain of S. pneumoniae serotype 1, we
demonstrate that the IL-17A produced by y3T cells (and especially the resident Vy6V31* subset)

mediates the neutrophilia that is critical for bacterial containment and clearance. Most importantly,



we discovered an unexpected but critical accessory role for NLRP3-dependent, neutrophil-derived
IL-1B in y0T17 cell activation. The neutrophils’ accessory function required AM-mediated TNF-a
and the bacterial-derived toxin pneumolysin (Ply) to promote NLRP3 activity. Taken as a whole,
our data highlight the spatial and sequential organization of innate immune cell activation. This
constitutes an important new pathway in the early development of the host’s innate immune

response to bacterial infection of the respiratory tract.



Results

Pulmonary Vy6Val1* T cells are important in anti-pneumococcal innate defense through IL-
17A-mediated neutrophilia.

We first investigated the role of innate IL-17A in host resistance to invasive pneumococcal
infection. A lack of IL-17A resulted in a significantly lower survival rate, enhanced bacterial
growth in the lungs and systemic dissemination, and less accumulation of neutrophils in the
infected lungs (Fig. la-c). Since neutrophils have been shown to exert potent, direct, anti-
pneumococcal activities®, we confirmed (using an anti-Ly6G antibody) that neutrophil depletion
critically impaired mouse survival (Supplementary Fig. 1a). Flow cytometry analysis revealed
that only innate lymphocytes (i.e. innate lymphoid cells, type I natural killer T (NKT) cells and
voT cells) produced significant levels of IL-17A (Fig. 1d and Supplementary Fig. 1b). However,
voT cells were by far the main producers of this cytokine (Fig. 1d). Based on Vy usage, we
determined that Vy6V31™ T cells constituted the prime source of IL-17A (Fig. 1e). Importantly,
the FACS results confirmed our recent genomic findings** whereby lung CD39" 8T cells
uniformly expressed the invariant VY6V31 TCR (Fig. 1e). In addition to Vy6V31* T cells’ intrinsic
specialized functions, we next postulated that the cells’ location of y8T subsets within the lung
compartment could also account for their variable ability to respond to infection. A FACS-based
approach? indicated that non-Vy6V§1* (CD3%™) T cells preferentially populated the vascular
compartment (Fig. 1f and Supplementary Fig. 1c) whereas Vy6V31* T cells were almost
exclusively represented in the interstitial area (i.e. in proximity to respiratory tract pathogens) (Fig.
1f). It is noteworthy that yoT compartmentalization was hardly affected upon infection

(Supplementary Fig. 1c).



These findings prompted us to investigate the impact of a ydT cell deficiency on the host’s response
to a pneumococcal infection. When compared with wild-type (WT) mice, S. pneumoniae-infected
Terd” mice died sooner and displayed a greater bacterial burden and lower levels of neutrophilia
(Fig. 1g-h). In summary, y8T cells in general (and resident Vy6V31™ T cells in particular) are major
sources of IL-17A during the early stages of S. pneumoniae infection and might contribute to

bacterial containment by mediating neutrophil recruitment.

IL-23 and IL-1R signaling are required for IL-17A production by ydT cells during S.
pneumoniae infection.

IL-17 production by innate yoT cells can occur in response to activating cytokines (such as IL-23
and 1L-1B), even in the absence of concomitant TCR ligation®. Interestingly, 1L-23 and IL-1p are
produced early in the course of pneumococcal infection®-%, In experiments with 1123a” and 111r1-
" mice, we evaluated IL-23 and IL-1B’s contribution to IL-17A production by lung y8T cells. As
expected, disruption of IL-23 or IL-1R signaling dramatically impaired the capacity of yoT cells to
produce IL-17A following pneumococcal infection (Fig. 2a). This impairment was accompanied
by a severe relative reduction in neutrophil recruitment to the lung (Fig. 2b). It is noteworthy that
the frequency of CD39" Vy6V§1* T cells was lower in 1123a” mice than in WT and 111r1” mice
(Supplementary Fig. 2). Taken as a whole, these results demonstrate that both IL-23 and IL-1f3
are required for IL-17A production by yoT cells and subsequent neutrophilia during S. pneumoniae

infection.

Neutrophils are a prime source of IL-1p following pneumococcal infection of the lungs.
Given the importance of IL-1p in ydT17 cell activation, we next attempted to determine the cellular

sources of this cytokine following pneumococcal challenge. IL-1 is first expressed as biologically



inactive prolL-1p form. Given that IL-1p is predominantly derived from the myeloid lineage, we
used flow cytometry to analyze the lung myeloid cells’ ability to express prolL-1f in response to
pneumococcal infection. Although S. pneumoniae infection led to prolL-1p up-regulation in all
tested cell populations as early as 6 h post-infection (p.i.) (Fig. 3a and Supplementary Fig. 3a),
we found that neutrophils were the primary source of this procytokine (Fig. 3a and Supplementary
Fig. 3b). To determine whether or not neutrophils could produce bioactive IL-1p in response to S.
pneumoniae, we cultured purified lung neutrophils from naive and infected mice. Interestingly, we
found that lung neutrophils could produce bioactive IL-1f (Fig. 3b) but neither IL-12p40 nor IL-
23p19 (not shown) in response to infection (Fig. 3b). It is noteworthy, that we only detected low
levels of IL-1pB in the supernatants of neutrophil-depleted cell cultures (Fig. 3b). Furthermore,
neutrophil depletion was associated with significantly lower levels of IL-1p in the lung tissue of
infected mice (Fig. 3c). Thus, our results highlight neutrophils as an important source of IL-1f in

the early response to pneumococcal lung infection.

The accumulation of prolL-1p in Neutrophil priming requires alveolar macrophage-
produced TNF-a.

To investigate the general mechanisms involved in IL-1 maturation and secretion by lung
neutrophils, we first addressed the mechanisms underlying the priming step leading to prolL-1p
upregulation. Synthesis of prolL-1p requires NF-kB- and AP-1-dependent gene transcription in
response to bacterial components and cytokines®3**. We and others have demonstrated that TNF-
o is sufficient to up-regulate prolL-1p protein levels in myeloid cells in vitro and in vivo®*?>, TNF-
a is produced soon after pneumococcal challenge and is predominantly detected in the airways
(Fig. 4a and Supplementary Fig. 4a). In line with the sole presence of AMs in the airways at 6 h

p.i. (Supplementary Fig. 4b), intracellular staining revealed that AMs (but not other myeloid cells)



were able to produce TNF-a (Fig. 4b). Moreover, the specific depletion of AMs (Supplementary
Fig. 4c) abrogated early-stage TNF-o production in the lungs of infected mice (Fig. 4c). To
determine whether or not TNF-a is instrumental in neutrophil priming in our model; we gave the
mice an intraperitoneal (i.p.) dose of anti-TNF-o. mAb prior to bacterial inoculation. TNF-a
neutralization impaired priming was associated with significantly lower prolL-1p protein levels in
neutrophils and other myeloid populations including neutrophils as judged by decreased
intracellular levels of prolL-1B proteins (Fig. 4d and Supplementary Fig. 4d). Anti-TNF-a
treatment was also associated with lower relative and absolute counts of lung ydT17 cells (Fig. 4e)
and with lower levels of neutrophilia (Fig. 4e). Furthermore, IL-1p levels in the lungs were low
after AM depletion (Fig. 4f).

TNF-a can exert its biological activity through the recruitment of TNF-R1 and TNF-R2 receptors.
We showed that neutrophils from TNF-R1-deficient mice failed to be primed did not up-regulate
prolL-1 upon infection (Fig. 4g). Consequently, neutrophilia was severely affected in the absence
of TNF-a signaling (Fig. 4g). Lastly, the in vitro incubation of sorted naive lung neutrophils with
TNF-a triggered dose-dependent upregulation of prolL-1p as shown by intracellular staining (Fig.
4h). Overall, these data demonstrate that neutrophil priming (prolL-1p synthesis) is strongly

regulated by AM-derived TNF-a during the early stages of pneumococcal infection.

IL-1p secretion by lung neutrophils is dependent on the NLRP3 inflammasome.

It was originally suggested that the release of IL-1p by neutrophils was dependent on the cleavage
of prolL-1p into mature IL-1pB by serine proteases (e.g. elastase and proteinase 3)*>3¢. Recent data
also suggest that neutrophils can express functional inflammasomes which may produce bioactive

IL-1B2122, In agreement with the latter observations, we found that the levels of IL-1p in the lung



tissue of S. pneumoniae-infected mice were lower in Caspl/11-deficient mice than in WT controls
- indicating a key role for inflammasome signaling in this model of infection (Fig. 5a). Compared
with WT mice, pneumococcal infection in mice lacking NLRP3 inflammasome components
(NIrp3”- or Asc™) resulted in significantly lower IL-1B production (Fig. 5a). Moreover in vivo
treatment with the selective NLRP3 inflammasome inhibitor MCC950%" was associated with
significantly lower levels of IL-1p in the lungs of S. pneumoniae-infected mice (Fig. 5b). To assess
signs for NLRP3 inflammasome priming in neutrophils, we analyzed mRNA and protein samples
from lung neutrophils purified from either naive or S. pneumoniae-infected mice. We observed
high levels of NLRP3 protein expression (Fig. 5¢) and NlIrp3 mRNA transcripts in neutrophils from
infected mice (Supplementary Fig. 5a). We next measured NLRP3 inflammasome activity in
neutrophils purified from naive or infected mice. Interestingly, treatment with MCC950 abrogated
ex vivo IL-1B production by lung neutrophils from challenged mice (Fig. 5d). Furthermore, a
Western blot analysis of purified neutrophils from infected mice showed clear evidence of IL-1p
maturation (Fig. 5¢).

Along with many other bacterial pore-forming toxins, the S. pneumoniae virulence factor
pneumolysin (Ply) is thought to be an NLRP3 activator®®. When comparing the development of
immune responses to a parental strain and a Ply-deficient strain (D39Aply) of pneumococcus
(Supplementary Fig. 5b), we detected significantly lower levels of IL-1p in the lungs of mice
infected with the mutant strain (Fig. 5e). Ply complementation restored the levels of IL-1p (Fig. 5e
and Supplementary Fig. 5b). We next used a recombinant Ply to mimic in vivo NLRP3
inflammasome activation. As is thought to be the case in vivo, the addition of Ply induced IL-1p
production by TNF-a-primed WT neutrophils (but not by unprimed neutrophils) (Fig. 5f).

However, lung neutrophils from either Nlrp3” or Casp1/11” mice failed to respond to the same



stimuli (Fig. 5g). Collectively, these data indicate that IL-1p production by neutrophils is governed

by NLRP3 inflammasome-dependent caspase-1 activity.

TNF-a and Ply are sufficient to elicit NLRP3 inflammasome-dependent IL-1f secretion by
human neutrophils.

To investigate whether TNF-o and Ply also induced IL-1p secretion by human neutrophils, we
prepared total leukocytes from the peripheral blood of healthy donors, primed the cells with TNF-
a for 3 h, and then stimulated the cells with Ply for an additional 90 min. In line with the data from
the mouse experiments, standalone treatments failed to induce IL-1p production by human
leukocytes but the TNF-a/Ply combination resulted in IL-1p secretion (Fig. 6a). This effect was
NLRP3 inflammasome-dependent, since MCC950 treatment fully abrogated IL-1p secretion (Fig.
6a). We next studied the ability of peripheral blood neutrophils from healthy donors
(Supplementary Fig. 6a) to produce NLRP3 inflammasome-dependent IL-1B. TNF-R1 was
expressed on human neutrophils (Supplementary Fig. 6b) and treatment with Ply induced IL-1
release by TNF-a-primed neutrophils in an NLRP3 inflammasome-dependent manner (Fig. 6b).
Thus, our data suggest that the NLRP3 inflammasome is active in inducing the production of IL-

1B by human neutrophils via a TNF-a/Ply-dependent mechanism.

Neutrophil-derived IL-1p is involved in ydT17 cell activation following pneumococcal
infection.

To establish whether or not neutrophil-derived IL-1B was linked to critical ydT17 cell-dependent
immune responses in the containment/elimination of S. pneumoniae, we analyzed the ydT cells’
ability to produce IL-17A after neutrophil depletion. Interestingly, neutrophil depletion reduced

IL-17A production (Fig. 7a) in early-stage infection. It is noteworthy that neutrophils do not have



a critical role in the containment of bacteria during the earliest phase of infection (Supplementary
Fig. 7a). Moreover, purified naive lung CD27" ydT cells that were cultured in conditioned media
from S. pneumoniae-infected lung neutrophil cultures produced IL-17A (Fig. 7b). As expected, IL-
17A secretion was only seen for the CD27- y3T cell fraction but not for their CD27" counterparts
(Supplementary Fig. 7b). In vitro neutralization of IL-1p abrogated IL-17A production by y3T
cells - indicating that this effect was fully dependent on IL-1p and did not require cell-cell contact
(Fig. 7b). Of note, IL-17A production by y3T cells was only achieved when recombinant IL-23
was added to the culture medium. Taken as a whole, our results indicate that S. pneumoniae induces
rapid IL-1pB secretion by neutrophils. This secretion contributes strongly to IL-17A production by

lung yoT cells.



Discussion

Given that the early immune events following respiratory bacterial infection are critical in the
development of an effective host response against the pathogen, we decided to investigate the
functions and activation mechanisms of y0T17 cells during pneumococcal infection. Our present
results show that in addition to the canonical phagocytic functions of AMs and neutrophils, these
cells are key components in the initiation and regulation of the innate immune response. Indeed,
we highlighted a “three-component system” in which alveolar macrophages (via TNF-a secretion)
and neutrophils (via NLRP3 inflammasome-dependent IL-1p production) are critical players in
vOT17 cell activation.

We found that CD39" Vy6V51* T cells produced the largest amounts of IL-17A during the early
stages of pneumococcal infection. Remarkably, these cells express high levels of IL-1p and 1L-23
receptors that we found essential for activation in response to pneumococcus®. Furthermore, our
present results also show that Vy6V81*™ T cells are located in the lung’s interstitial compartment
and therefore stand on the front line in the host’s defense against microbes. In contrast, other
recognized IL-17A producers (such as Vy4™ T cells and type | NK1.1" NKT cells) are mainly found
in the vasculature (not shown). Interestingly, vaginal Vy6V31™ T cells are resident in the
epithelium®. Our data suggest that their pulmonary counterparts have a similar location.
Nevertheless, more specific tools will be required to determine the precise location of Vy6V31*™ T
cells within the interstitial compartment. Moreover, the decrease in the proportion of Vy6Va1™ T
cells in the lung of 1L-23p19-deficient mice might indicate a requirement for this cytokine in the
subset’s maintenance in the periphery. Shibata et al. demonstrated that STAT3 was not essential
for the development of y5T17 cells®. Hence, we postulate that 1L-23 is important for the

maintenance of Vy6Va1™ T cells in the periphery. Further investigations will be required to define



the interactions between the various factors (e.g. IL-23, and the microbiota) involved in lung
Vy6V81* T cell homeostasis®.

Other innate immune cells from the lymphoid compartment respond to the IL-23/IL-1B
combination by producing IL-17A2, Thus, it is likely that this AM/neutrophil pathway might be
responsible (through IL-1B secretion) for the activation of lymphocytes such as NKT cells,
mucosal-associated invariant T cells and innate lymphoid cells in other respiratory disorders.
From a mechanistic perspective, we demonstrated that NLRP3 inflammasome activation in
neutrophils depends on AM-derived TNF-a for priming and bacterial Ply for NLRP3 activation. It
is already been shown that Ply is involved in NLRP3 activation in neutrophils in vitro®:. Recently
the same group of researchers suggested that during S. pneumoniae corneal infection, ATP can also
activate the NLRP3 inflammasome in neutrophils via engagement of the P2X7 receptor®. In vitro
studies have previously shown that ATP can activate NLRP3 in neutrophils?2242, However ATP
seems to have low activity on neutrophilic NLRP3 inflammasome compared to other common
NLRP3 activators?>?®, However a number of p Pioneering studies also reported unresponsiveness
to ATP* and the absence of P2X7 receptors on resting or activated human neutrophils*. Here, by
using a Ply-deficient bacteria and recombinant Ply, we demonstrated that this pore-forming toxin
has a critical role in NLRP3 activation on lung neutrophils. Understanding ATP’s contribution to
NLRP3 inflammasome activation in our model of infection will require further investigation.
Nevertheless, millimolar levels of ATP are only released during active inflammation and therefore
it is likely that ATP is only involved in NLRP3 activation once an infection is well-established and
major tissue damages occurred.

It has been suggested that during S. pneumoniae infection of the cornea, inflammasome priming is
dependent on direct recognition of the pneumococcus’ pathogen-associated molecular patterns?:.

In contrast, we observed that a TNF-a-mediated mechanism seems to dominate over direct



microbial component recognition in neutrophil priming during the early steps of infection.
However, authors studied the in vitro priming of bone marrow neutrophils with heat-killed bacteria
and so the mechanisms are likely to differ in the lung in vivo?!. Although indirect activation of the
innate immune system during bacterial infection is rather counterintuitive, pathogens have evolved
ways of evading recognition by germline-encoded receptors and thus preventing elimination by the
host. For instance, S. pneumoniae expresses an extracellular capsule that subverts innate immunity
recognition by masking the underlying cell surface structures. In line with our findings, it has been
shown that upon in vitro macrophage infection with the encapsulated bacteria Streptococcus
pyogenes, NLRP3 inflammasome priming was independent of Toll-like receptor and the P2X;
receptor signaling®. Moreover, since the anatomy and physical barrier in the lungs preclude a direct
contact between bacteria and neutrophils early after infection, the host circumvents this situation
by integrating soluble signals (AM-derived TNF-a and bacterial-derived pneumolysin) to mount
an efficient neutrophilic NLRP3 inflammasome-dependent protective response. From an
evolutionary point of view, the immunological pathway reported here might reflect the perpetual
competition between microbes and hosts. Our study revealed a novel mechanism for rapidly
priming the NLRP3 inflammasome and initiating a protective response against encapsulated
bacterial pathogens prior to their dissemination. The fast-acting mechanism identified here enables
the host to stay one step ahead of the pathogen by mounting an effective response in the lung
parenchyma at a time when the bacteria are still confined to the alveoli. Nevertheless, it is possible
that at later time-points (i.e. when the bacteria have colonized the lung parenchyma) that the
engagement of various pattern recognition receptors might be the main route for NLRP3
inflammasome priming.

Although recent data suggest that sterile signals (e.g. TNF-a) induce weaker, more delayed NLRP3

inflammasome priming in vitro than microbial products do*®, our present results demonstrate that



TNF-a can rapidly prime the NLRP3 inflammasome in neutrophils following infection. TNF-a is
rapidly produced by AMs, resulting in prolL-1p accumulation in neutrophils as early as 6 h post-
S. pneumoniae infection. However, we could not exclude that non-hematopoietic cells can
participate in TNF-a production such as epithelial cells. The mechanisms underlying this cytokine
production were not investigated here but probably rely on direct (opsonic-independent)
recognition of pneumococcus cell-wall components by AMs. Secondly, our data reveal that TNF-
R1 is fully functional on a large proportion of mouse lung neutrophils. The inflammasome priming
step is tightly regulated by the transcription factor NF-xB3*. Given that TNF-R1 intracellular
signaling leads to the mobilization/activation of NF-xB*', our results are fully in line with the latest
literature data. Another novel observation was that neutrophils participated indirectly in their own
recruitment to the inflamed tissue. This finding agrees with a recent demonstration that IL-13
regulates airway neutrophilia in response to S. pneumoniae serotype 2 (strain D39) infection®!.
Further studies will be required to determine whether the neutrophils’ accessory functions are
restricted to specialized subsets in particular niches or are a feature of the whole population when
induced by a particular inflammatory environment.

From a translational point of view, we found that the mechanisms involved in NLRP3
inflammasome activity in S. pneumoniae-infected mice (i.e. TNF-a and Ply) were also active in
human neutrophils. Anti-TNF-o mAbs are highly effective in the treatment of patients with severe
inflammatory/autoimmune disorders (such as rheumatoid arthritis, ankylosing spondylitis and
Crohn’s disease). However, these treatments are associated with adverse effects, including elevated
susceptibility to infections. Blockade of the pathway highlighted in the present report might be
involved in these complications. In line with our hypothesis, volunteers treated with Humira®

showed a significantly lower airway neutrophilic influx in response to inhaled endotoxin, when



compared with a control group”®. In the same vein, a link between TNF-a and IL-17A production
by lung yST cells has recently been identified in the context of exposure to pollutants*.

In conclusion, we found that neutrophils and AMs are important early-stage components in y6T17
cell activation. Neutrophils exert this accessory role through a functional NLRP3 inflammasome.
The rapid release of NLRP3-dependent IL-1 by neutrophils relied on a mechanism involving
TNF-R1 engagement by AM-dependent TNF-a (signal 1) and bacterial Ply (signal 2). It remains
to be seen whether this pathway is clinically relevant in other immune situations or can be used to

the design of more refined immune-intervention strategies in this context.



Methods

Mice

8- to 12-week-old male wild-type C57BL/6J mice were purchased from Janvier (Le Genest-St-Isle,
France). C57BL/6J TCR&-deficient (Tcrd+) and 1L-17A-deficient (1117a”") mice were bred in house
at the Pasteur institute of Lille. C57BL/6J IL-1R1-deficient (111r1”) and IL-23p19-deficient
(1123p197) mice were bred in house at the University of Orléans (INEM, CNRS UMR 7355,
Orléans, France). C57BL/6J NIrp3”, Asc”-, Casp1/117- and Tnfrsfla’ mice were bred in house at
Ghent University Campus-VIB. Mice were bred under pathogen-free conditions. All animal work
conformed to the French governmental, local (CEEA number 00357.01) and Ghent University

animal care and use committee guidelines.

Human samples
Peripheral blood was collected from non-smokers healthy donors. Written informed consent was
received from participants prior to inclusion in the study, according ethics committee on human

experimentations.

Reagents and Abs

Polyclonal anti-IL-1B Ab, anti- Ly6G (NIMP-R14) mAb, anti-TNF-oo mAb (XT3.11) and their
respective isotype controls were purchased from either Bio X Cell (West Lebanon, NH, USA) or
R&D systems (Lille, France). Monoclonal antibodies against mouse CD45 (APCCy7- or FITC- or
AF700- or PeCy7- or PE-conjugated), CD3 (Pacific Blue- or PerCPCy5.5-conjugated), TCRo
(PerCpCy5.5-conjugated), TCRB (FITC- or APC-conjugated), NK1.1 (PeCy7- or FITC-

conjugated), Ly6G (APC-Cy7- or FITC-conjugated), CD11b (PerCPCy5.5- or FITC-conjugated),



Siglec F (Pe-CF594- or BV421-conjugated), CD11c (APC- or FITC-conjugated), MHCII (AF700-
or FITC-conjugated), CD4 (PerCPCy5.5-conjugated), CD127 (PeCy7-conjugated), CD90.2
(AF700-conjugated),  Vyl (APC-conjugated), Vy4 (PeCy7-conjugated), F4/80 (PeCy7-
conjugated), TNF-a (PE-conjugated), IL-17A (PE-conjugated), pro-IL-1p (PE-conjugated) and
appropriated isotype controls were purchased from BioLegend, BD Pharmingen and eBioscience.
PBS-57 glycolipid-loaded and unloaded control CD1d tetramers (APC- or PE-conjugated) were
from the National Institute of Allergy and Infectious Diseases Tetramer Facility (Emory
University, Atlanta, GA). The mAb for Vy6Vd1 TCR detection (clone 17D1) was a kind gift from
Pr. R. Tigelaar (Yale University). Propidium iodide (Pl) was purchased from BD Pharmingen.
Gating strategies used in this study are presented in Table 1. Recombinant mouse and human TNF-
a were purchased from eBioscience. Mouse IL-23 and IL-13 were from Peprotech. MCC950 was
purchased from Sigma-Aldrich. Clodronate and control liposomes are from ClodLip BV
(Amsterdam, The Netherlands). Recombinant pore-forming and non pore-forming Ply were
expressed in E. coli and purified as described®’. Briefly, toxins were passed three times through an
EndoTrap endotoxin removal column (Profos, Regensburg, Germany), after which LPS was
undetectable using the PyroGene recombinant factor C assay (Lonza; detection limit 0.01

endotoxin units/ml). Mouse and human ELISA kits are from R&D systems and eBioscience.

Infection with S. pneumoniae
S. pneumoniae serotype 1 clinical isolate E1586 sequence type ST304 has been described
elsewhere®. In some experiments, parental and ply::cat mutant D39 strains were used. Mice were

anesthetized and administered i.n. with 50 pl of PBS containing live bacteria.



Neutrophil and alveolar macrophage depletion

Neutrophils were depleted 24 h prior S.p. infection using an anti-Ly6G mAb (100 pg/mouse i.p.,
clone: NIMP-R14). Alveolar macrophages were depleted using clodronate liposomes. Clodronate
liposomes and control liposomes were delivered twice by i.n. route 48 and 24 h prior infection (50

pl/mice).

Measurement of cytokines in the whole lungs

Perfused lungs were collected in liquid nitrogen until processing. An anti-protease solution was
prepared by dissolving one tablet of anti-protease (25x) in 2 ml of distilled water. T-Per Tissue
protein extraction buffer (1 ml) containing 1x of the anti-protease solution was added onto lungs
and homogenized for 1 min. Lung lysates were kept on ice for 20 min then centrifuged at 10 000
rpm for 15 min. The supernatants were collected in sterile eppendorfs and stored at -20° until

cytokine analysis.

Preparation of pulmonary immune cells

Mice treated with anti-TNF-a (150 pg/mouse i.p.) or isotype controls were infected or not with S.
pneumoniae. Lung mononuclear cells (MNCs) were prepared by classical procedures. Briefly,
lungs were perfused with PBS 2% FCS, excised and finely minced, followed by enzymatic
digestion for 20 min at 37°C in PBS containing 1 mg/ml collagenase type VI1II (Sigma-Aldrich)
and 1 ug/ml DNase type I (Roche). After wash, lung homogenates were resuspended in a 20%
Percoll™ gradient, and centrifuged at 2000 rpm without brake at RT for 15 min. The pellet was

washed in PBS 2% FCS and red blood cells were removed using lysis buffer (Sigma-Aldrich).



Labelling of vascular vs interstitial pulmonary lung leukocytes

Anesthetized mice were injected with 2 pg of PeCy7-labelled rat anti-CD45 (clone: 30-F11) mAb
via the retro-orbital venous plexus. The mAb was allowed to circulate for 5 min in order to label
all leukocytes in the vascular space including blood compartment and circulating and marginated
leukocytes marginated to the vasculature wall?®. After extensive perfusion (to remove circulating
leukocytes), lungs were removed and lung MNCs leukocytes were prepared as previously
described. The cell suspension was then labeled with appropriate mAbs for cell subset detection
and PE-labelled anti-CD45 (clone 13/2.3) mAb to exogenously stain all pulmonary lung leukocytes
including marginated and interstitial pulmonary leukocytes. Marginated leukocytes were defined
as double positive for CD45-PeCy7 and CD45-PE and interstitial leukocytes were defined as

CD45-PeCy7 negative and CD45-PE positive.

Cell sorting and in vitro/ex vivo assays

Lungs were harvested from naive or infected mice and cell suspensions were prepared as previously
described. Cells were sorted using an ARIA cell sorter (BD Biosciences). To purify y3T cells, lung
MNCs were labeled with PB-conjugated anti-CD3 antibody, PerCp-Cy5.5-conjugated anti-TCRd
mAb and PeCy7-conjugated anti-CD27 mAb. For neutrophil purification, lung MNCs were labeled
with FITC-conjugated anti-Ly6G mAb and PerCp-Cy5.5-conjugated anti-CD11b mAb. After cell
surface labeling, cells were sorted using a FACSAria (BD Biosciences). This protocol yielded
>98% cell purity as evaluated by FACS. In some experiments, pulmonary neutrophils were
enriched using positive selection (anti-Ly6G) on LS column with a MidiMACS™ Separator
(Miltenyi Biotec). Purity after MACS enrichment yielded around 85-90% as evaluated by FACS.
For in vitro stimulation assays, neutrophils were cultured for 3 h in complete RPMI 5% FCS media

containing recombinant mouse TNF-a, and then pneumolysin was added for another 90 min.



Purified CD27 or CD27" y3T cells were cultured 20 h in complete media containing recombinant
IL-23 (1 ng/ml), and/or recombinant IL-1B (1 ng/ml), or conditioned media from cultured
neutrophils isolated from infected or naive mice. In some cases, anti-I1L-1p (5 pg/ml) was added to

culture.

Intracellular FACS staining and cytospins

Lungs were harvested at different time points and MNCs were prepared as described above. Cells
were incubated in RPMI 1640 5% FCS containing Golgi Plug/Golgi Stop (BD Biosciences) for 2
hat 37°C. Then, cells were washed with appropriate dilutions of the different antibodies for 30 min
in PBS 2% FCS. Cells were washed, and fixed using IC Fixation Buffer (eBioscience,
CliniSciences, Montrouge, France). Fixed cells were then permeabilized in Permeabilization
Buffer (eBioscience), according to the manufacturer’s instructions. Cells were stained with PE-
conjugated mAbs against TNF-a, IL-17A or pro-IL-1p and analyzed on a LSR Fortessa or a Canto
Il (BD Biosciences). FACS analyses were performed using the FlowJo software (Treestar, OR
USA). A morphology-based differential cell analysis was conducted on cytospin preparations from
the broncho-alveolar lavage fluid samples from PBS or S.p.-infected mice and subjected to May-

Griinwald Giemsa staining.

Western blotting

Pulmonary neutrophil protein lysates were prepared in 1% NP-40-containing lysis buffer. Proteins
were denatured by boiling in Laemmli buffer and subjected to SDS-PAGE. Separated proteins were
transferred to PVDF membranes and stained using primary antibodies against IL-18 (GeneTex),

NLRP3 (AdipoGen) and HRP-coupled anti-mouse B-actin (Santa Cruz). Subsequently, membranes



were exposed to the corresponding secondary antibodies (Jackson ImmunoResearch) and

developed with ECL (GE Healthcare).

Generation of D39 mutant strains

Genomic DNA from D39 strain for amplification was prepared by suspending 1 ml of pelleted D39
(ODeoo 0.4) in 100 pl lysis buffer (0.01% sodium dodecyl sulfate, 0.1% sodium deoxycholate,
0.015 M sodium citrate), incubating the mixture at 37°C for 30 min, and then diluting the mixture
with 100 pl PBS. Plasmid DNA was extracted from harboring E. coli strain with NucleoSpin
Plasmid Kit (Macherey-Nagel) following manufacturer’s protocols. Pneumolysin deletion mutant
was constructed using sequence overlap extension followed by allelic replacement of native
pneumolysin gene with chloramphenicol marker. Upstream flanking region was amplified from
genomic D39 DNA using primer set LK162 and LK163 (5°-
CTAGCCTTGACAACTAGCCAATC-3’; 5’-

CTCACAAAAATCCGAGCTCCACCGCTTCTACCTCCTAATAAGTTCCTGG-3").

Chloramphenicol marker amplified from plasmid pKOC with primer set LK164 and LK 165 (5°-

CCAGGAACTTATTAGGAGGTAGAAGCGGTGGAGCTCGGATTTTTGTGAG-3’; 5’-

CGCAAGCATTCTCCTCTCCGCTAGGGCGCTGGCAAG-3’). Downstream flanking region

was amplified from genomic D39 DNA wusing primer set LK166 and LKI167 (5°-

CTTGCCAGCGCCCTAGCGGAGAGGAGAATGCTTGCG-37; 5’-

TGCAAATAGAAAGTTTCAGCC-3’). The overlapping regions of fragments are indicated by
underlined and bolded sections. All fragments were amplified using DreamTaq polymerase
(ThermoFisher Scientific) with 1 min extension and a 55°C annealing temperature for 34 cycles.
Fragments joined using this standard PCR reaction except with a 3 min extension using terminal

primers LK162 and LK167. Pneumococcal transformation was performed by addition of 100 ng/ml



of synthetic CSP-1to 1 ml of D39 grown to ODeno 0.12 followed by incubation at 37°C for 12 min.
Approximately 200 ng of DNA added to 100 pl of activated cells followed by incubation at 30°C
for 20 min. Cells diluted 10 times in C+Y media and incubated for 1.5 h at 37°C before plating on
Columbia agar supplemented with 4 % defibrinated sheep blood and 4.5 pg/ml chloramphenicol.

Positive colonies were screened and verified by sequencing.

Isolation and culture of human cells

To obtain total blood leukocytes, blood samples collected on heparanized tubes were treated with
Buffer EL (Qiagen) according to manufacturer’s instructions to remove erythrocytes. Neutrophils
have been isolated as previously described®. This procedure routinely yielded >85% cell purity as
assessed by FACS and May-Griinwald Giemsa stain (Sigma Aldrich). Cells (4 x 10°/well) were
cultured for 3 h in complete RPMI 5% FCS media containing recombinant human TNF-a (100
ng/ml), and then pneumolysin (500 ng/ml) was added for another 90 min. After culture, cell

viability was evaluated by PI staining.

Statistical analysis

All statistical analysis was performed using GraphPad Prism software. The statistical significance
was evaluated using non-parametric Mann-Whitney U or Kruskal-Wallis (followed by a Dunn’s
post-test) tests to compare the means of biological replicates in each experimental group. Survival
rates after S. pneumoniae challenge were analyzed using a log-rank test. Results with a P value of
less than 0.05 were considered significant. ns: not significant; *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p <

0.001.
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Figure legends

Figure 1: IL-17A and ydT cells are essential for the control of S. pneumoniae infection. (a-f)
Age- and sex-matched WT C57BL/6 or IL-17A-deficient mice were infected i.n with S.p. (5x10°
CFU: 1 x LDsp) (a) Survival of mice was monitored daily (n = 10). (b) Number of CFU was
determined 60 h post infection (p.i.) in the lungs (left panel) and in the spleen (right panel).
Individual counts of one representative experiment out of two (n = 7-10) are shown. (c) Absolute
number of pulmonary neutrophils was assessed by FACS (CD11b* Ly6G™) 12 h p.i.. The mean +
SEM of one experiment out of two is shown (n = 4-5). (d) Absolute number and frequency of
pulmonary IL-17A-producing lymphocyte subsets were assessed by intracellular FACS staining
12 h p.i.. The mean + SEM of two experiments (n = 8) is shown. (e) IL-17A" y8T cells from infected
mice were screened by FACS for Vy chain usage 12 h p.i.. A pie chart representing means of two
experiments is shown (n = 6) (left panel). A representative FACS plot of pulmonary yoT cells is
presented in the middle panel. CD319" ys CD3%™ y§T cells were labelled in presence or not of the
17D1 mADb (right panel). (f) Means + SEM of CD45" vs CD45™ populations in naive lungs from
three experiments (n = 6) are represented in the upper panel. A representative FACS plot of y3T cell
subsets for anti-CD45 (in vivo) labelling is shown in the lower panel. (g-h) WT and Tcrd” mice
were infected with S.p. (5x10° CFU). (g) Survival of mice was monitored daily (n = 7-8). (h)
Number of CFU was determined 60 h p.i. in the lungs and in the spleen (upper panel). Individual
counts of two experiments (n = 16-17) are shown. Absolute number of neutrophils in lungs of
control or S.p.-infected WT or Tcrd”~ mice (lower panel) was assessed by FACS 12 h p.i. and

represented as in panel 1C. The mean + SEM of two experiments (n = 7-8) is shown.



Figure 2: ydT17 cell activation relies on IL-23 and IL-1R signalling. (a-b) C57BL/6 WT, 111r1
" or 1123a” mice were infected with S.p. and pulmonary cells were analysed by flow cytometry 12
h p.i. (a) Representative FACS plots of IL-17A production by yoT cells from two experiments are
shown (upper panel). Means + SEM of pulmonary IL-17A-positive y3T cell frequency is shown in
the lower panel. (b) Absolute number of pulmonary neutrophils was analysed. The mean + SEM

for two experiments (n = 6) is shown.

Figure 3: Neutrophils are a major and early source of IL-1f in response to pneumococcal
infection. (a-b) WT C57BL/6 mice were infected i.n with S.p. (a) Kinetics of prolL-1 expression
by pulmonary neutrophils was assessed by flow cytometry. Means + SEM of frequency of prolL-
1B-positive cells among myeloid population is represented at different kinetics following infection
(upper left panel). The mean + SEM of absolute number of prolL-1p* pulmonary myeloid cells is
shown in the upper right panel. Representative FACS plots of prolL-1B" neutrophils are shown in
the lower panel. Data presented are from two experiments (n = 6). (b) 4 x 10° MACS-enriched
pulmonary neutrophils from either naive or S.p.-infected (12 h p.i.) mice were incubated for 3 h at
37°C in complete media. Levels of IL-1B levels in culture supernatants from the positive and
negative fractions were measured by ELISA. Means £ SEM of biological replicates from two
experiments are represented (n = 6). (c) Levels of IL-1p in whole lungs of controls or neutrophil-

depleted mice were assessed 12 h p.i.. The mean + SEM of two experiments (n= 4-10) is shown.

Figure 4: prolL-1p up-regulation in neutrophils is mediated through a TNF-a/TNFR1
pathway. (a-b) TNF-o production was assessed at different kinetics following pneumococcal

infection. (a) Levels of TNF-a protein in whole lungs were assessed by ELISA. The mean + SEM



of three experiments (n = 5-9) is shown. (b) Representative FACS plots of intracellular TNF-a*
alveolar macrophages at different kinetics were represented (left panel) and means + SEM of
frequency of TNF-o" myeloid cell populations over time after S.p. infection were shown in the
right panel (n =5-9). (c) Control or AM-depleted mice were infected i.n. with S.p.. Levels of TNF-
a in whole lung were quantified 12 h p.i. by ELISA. The mean + SEM of TNF-a protein detected
from two experiments is shown (n = 6-10). (d-e) Ig control- or anti-TNF-a mAb-treated mice were
challenged with S. p. and euthanized sacrificed 12 h p.i. (d) ProlL-1p expression by neutrophils
was determined by intracellular FACS staining. A representative plot is shown in the left panel.
Means + SEM of frequency (middle panel) and absolute number (right panel) of prolL-15*
neutrophils from two experiments are represented (n = 5-6). (e) Means = SEM of frequency (left
panel) and absolute number (middle panel) of IL-17A" y8T cells are shown. Means = SEM of
absolute number of pulmonary neutrophils are shown in the right panel. Data are pooled from two
experiments (n = 6). (f) Control liposomes or clodronate liposomes-treated mice were infected or
not i.n. with S.p.. Levels of IL-1p in whole lung were quantified 12 h p.i. by ELISA. The mean +
SEM of IL-1pB protein detected from two experiments is shown (n = 6-10). (g) WT or Tnfrsfla™
mice were infected with S.p. and euthanized sacrificed 12 h p.i.. ProlL-1f expression by neutrophils
was determined by intracellular FACS staining. Means + SEM of frequency of prolL-1p* (left
panel) and total (right panel) neutrophils from two experiments were represented (n = 6-14). (h) 2
x 10° FACS-sorted pulmonary neutrophils from naive mice were cultured for 3 h at 37° in complete
media in presence of recombinant mouse TNF-a at the indicated concentrations. Then cells were
analyzed by FACS for prolL-1p expression. Individual biological replicates and means + SEM

from two experiments were represented (n = 3-5).



Figure 5: NLRP3 inflammasome contributes to IL-1§ production by neutrophils. (a) IL-1B
levels production were assessed in whole lung from PBS or infected WT, Nlrp3™, Asc” and
Casp1/117 mice. The mean + SEM for two experiments is shown (n = 6-10). (b) PBS or S.p.-
infected WT mice have been treated or not with MCC950 (1 mg/mouse i.n., 2 h p.i.) and euthanized
sacrificed 12 h p.i.. Lungs were harvested, homogenized and IL-1p production was quantified in
homogenates by ELISA. The mean + SEM for two experiments is shown (n = 6-12). (c-d)
Pulmonary neutrophils from PBS or S.p.-infected (12 h p.i.) mice were purified by FACS sorting.
(c) Lysates from neutrophils were blotted for (-actin, IL-1 and NLRP3 expression. (d)
Neutrophils were cultured for 3 h at 37°C in complete media in presence or absence of MCC950
(10 puM). Levels of IL-1p in supernatants were analysed by ELISA. The mean £ SEM of IL-1f
concentrations from two experiments is shown. (e) WT mice were i.n. infected with parental and
mutant strains of D39 (4 x 10° CFU/mouse). Mice were euthanized sacrificed 12 h p.i. and IL-1B
was measured in lung homogenates. The mean + SEM of IL-1B concentrations from two
experiments is shown (n = 8-9). (f-g) 2 x 10° pulmonary neutrophils from WT, NIrp3” and
Casp1/117 naive mice were incubated in complete RPMI media at 37°C with or without
recombinant TNF-a (100 ng/ml) for 3 h and pneumolysin was added for an additional 90 min (500
ng/ml). IL-1P secretion in supernatants was quantified by ELISA. The mean £ SEM of IL-1f

concentrations from two experiments is shown.

Figure 6: Human neutrophils produce NLRP3 inflammasome-dependent IL-1p in response
to TNF-a and Ply. (a) 4 x 10° leukocytes from peripheral blood of non-smokers healthy donors
were seeded in complete medium with recombinant human TNF-a with or without MCC950 (10
pHM) for 3 h and then stimulated with ply (500 ng/ml) for an extra 90 min. Supernatants were

collected and tested for IL-1pB. The means + SEM of IL-1P concentrations from 4 donors out of 6



are shown. (b) 2.5 x 10° purified neutrophils from peripheral blood of non-smokers healthy donors
were cultured in complete medium with recombinant human TNF-a with or without MCC950 (10
pMM) for 3 h and then stimulated with ply (500 ng/ml) for an extra 90 min. Supernatants were
collected and tested for IL-1pB. The means + SEM of IL-1f concentrations from 4 donors out of 9

are shown.

Figure 7: IL-17A production by y8T17 cells is dependent on neutrophil-derived IL-1p. (a) IL-
17A production by pulmonary ydT cells was assessed in S.p.-infected control or neutrophil-
depleted mice 6 h p.i. Representative FACS plots of IL-17A" y3T cells are shown in the upper
panel. The mean + SEM of IL-17A" y3T cell frequency from two experiments (n = 6) is shown in
the lower panel. (b) FACS-sorted pulmonary CD27 y3T cells were incubated at 37°C for 20 h with
complete and conditioned media (1:1 ratio) from non-sensitized neutrophils (NSN) or
pneumococcus-sensitized neutrophils (PSN). In some conditions, anti-IL-1p mAb (5 pg/ml), rIL-
1B (1 ng/ml) and rIL-23 (1 ng/ml) were added to the culture. Conditioned media are supernatants
of cultured purified pulmonary neutrophils from pooled naive (NSN) or S.p.-infected (PSN) mice.
Neutrophils from infected mice have been purified 12h p.i.. IL-17A levels in the supernatants were
analysed by ELISA. The mean £ SEM of IL-17A concentrations from three experiments (n =3-5)

is shown.
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analysed by ELISA. The mean + SEM of IL-17A concentrations from three experiments (n

=3-5) is shown.



Table 1:

Populations Markers

Lymphoid compartment AllCD45+
yoT cells CD3+ TCRd+
ILCs Lin-CD90.2+ CD127+
NKT cells PBS57/CD1d tetramer+ TCRf+
NK cells CD3- NK1.1+
conventional T cells PBS57/CD1d tetramer- TCRp+
Myeloid compartment AllCD45+
Neutrophils CD11b+ Ly6G+
AMs CD11b+ Siglec F+
Interstitial macrophages CD11b+ F4/80+
conventional DCs CD11c+ MHCI+ CD64-

Gating strategies for cell population analyses.
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Abstract

IL-7 is a critical cytokine in the development and maturation of lymphocytes. Recent evidences
suggest that IL-7 is a preferential homeostatic and survival factors in the periphery for RORyt"
innate-like T cells such natural killer T cells and yoT cells. Given the important contribution of
these innate subsets and IL-17A in anti-bacterial mucosal immunity, we questioned whether IL-7
can be instrumental in boosting innate immune response against bacterial respiratory infection.
Using a cytokine-monoclonal antibody approach, we illustrated a role for IL-7 in specifically
increasing the pool of innate-like T cells with a Th17 phenotype. In vitro stimulation of lung
leukocytes from IL-7-treated mice showed increase capacity to produce IL-17A compared to
control mice. Prophylactic IL-7 complex treatment in Streptococcus pneumoniae-infected animals
led to an increase in the absolute number of ydT17 cells but not NKT17 cells. This was
accompanied with a decreased bacterial burdens and increased neutrophilia in infected mice. Thus
our report brings as proof of principle that IL-7 could be used as a “biodrug” in the context of
bacterial infection and may pave the way to the development of new cytokine-based prophylactic

treatments during lung bacterial infection.



Introduction

Interleukin-7 (IL-7) is a pleiotropic cytokine produced by stromal cells especially in lymphoid
tissues (Wiles et al., 1992). This cytokine is critical for B and T cell development in primary
lymphoid organs and for regulating the proliferation of mature T cells in the periphery (Fry et al.,
2005). The receptor of IL-7 is a heterodimer consisting of two chains: the o chain (CD127), which
is shared with thymic stromal lymphopoietin (TSLP), and the common y chain (yc) (CD132) which
mediates signalling via JAK-STAT pathways (Palmer et al., 2008).

Nowadays, several clinical studies have been registered worldwide, using recombinant human (rh)
IL-7 treatment following bone marrow transplantation, as well as in patients presenting cancer,
idiopathic CD4 lymphocytopenia, sepsis and chronic viral infections, like HIV and hepatitis B and
C infections. The rhlL-7 treatment led essentially to an increase in CD4" and CD8" T cell numbers,
ameliorating the status of the patient (Mackall et al., 2011). At the doses tested, the IL-7 treatment
is rather well-tolerated by patients; the observed secondary effects being limited to fever, malaise,
erythema, pain at the site of injection and an increase in the hepatic enzymes (Gao et al., 2015).
However, no clinical studies based on IL-7 administration were applied in the context of bacterial
infections.

Interestingly, IL-7 has been shown to be an important homeostatic factor in periphery for innate-
like T subsets with high capacity to produce IL-17A including Natural Killer T (NKT) cells,
mucosal-associated invariant T cells and yoT cells (Michel et al., 2012; Tang et al., 2013; Webster
et al., 2014). This effect is at least due to the high density expression of IL-7 receptor on these
subsets which allow them to uptake low levels of IL-7 found in non-lymphoid tissues. However,
while it solely controls homeostatic parameters in NKT17 cells (Webster et al., 2014), IL-7

additionally modulates yoT cell’s ability to produce IL-17A (Michel et al., 2012). Since we and



others have demonstrated that innate IL-17A produced by innate like T cells is important in anti-
microbial host defense against pneumococcus (Cao et al., 2014; Hassane et al., under revision;
Ivanov et al., 2012) via its capacity to regulate neutrophil recruitment (Kolls et al., 2010).
Therefore, we hypothesized that a local prophylactic IL-7 treatment can protect mice against a
model of pneumococcal pneumonia.

To enhance IL-7 activity, the cytokine can be administered in the form of cytokine/antibody
complexes (IL-7/M25). This formulation allows a significant increase in the half-life (2 h vs 24 h)
and the biological activity in vivo (50- to 100-fold) of IL-7 (Boyman et al., 2008).

Here, we demonstrate that intranasal administration of 1L-7/M25 complex to naive mice increased
the cellular pool of lung innate-like T immune cells presenting a Th17 phenotype with no
detectable systemic effects. Moreover, using an invasive strain of S. pneumoniae, we demonstrate
that IL-7 increases the absolute number of IL-17A" y3T cells. Interestingly, this phenotype is
accompanied by increased neutrophil recruitment and enhanced bacterial containment/elimination.
Thus, we report a role for IL-7 in imprinting an IL-17-enriched microenvironment into the lungs
that will facilitate the early host innate response to respiratory bacterial infection. This observation
should be considered in the further development of new cytokine/cell-based future vaccines

against respiratory bacterial pathogens such as Streptococcus pneumoniae.



Materials and Methods

Mice

8- to 10-week-old male wild-type C57BL/6J mice were purchased from Janvier (Le Genest-St-
Isle, France). C57BL/6J RORyT-eGFP mice were bred in house at the Pasteur institute of Lille.
Mice were bred under pathogen-free conditions. All animal work conformed to the French

governmental, local (CEEA number 00357.01) and use committee guidelines.

Reagents and Abs

Monoclonal antibodies against mouse CD45 (APCCy7- or BV421 or AF700-conjugated), CD3
(Pacific Blue or PerCpCy5.5-conjugated), TCR6 (PerCpCy5.5-conjugated), TCRp (FITC- or
V450-conjugated), NK1.1 (PeCy7- or PE- or PeCy7- or FITC-conjugated), Ly6G (APC-Cy7- or
AF700- or FITC-conjugated), CD11b (PerCPCy5.5- or FITC-conjugated), Siglec F (BV421-
conjugated), CD11c (FITC-conjugated), MHCII (FITC-conjugated), CD4 (PE- or efluor 450- or
PerCPCy5.5-conjugated), CD127 (PeCy7-conjugated), CD90.2 (AF700- or BV510-conjugated),
CD19(APC- or FITC-conjugated), Gr-1(FITC-conjugated), CD27 (PeCy7-conjugated), IL-17A
(PE-conjugated), 1L-22 (APC-conjugated) and appropriated isotype controls were purchased from
BioLegend, BD Pharmingen and eBioscience. PBS-57 glycolipid-loaded and unloaded control
CD1d tetramers (APC- or PE-conjugated) were from the National Institute of Allergy and
Infectious Diseases Tetramer Facility (Emory University, Atlanta, GA). Recombinant mouse IL-
7 was purchased from eBioscience. Anti-IL-7 monoclonal antibody (clone M25) was purchased

from Bio X Cell. Mouse ELISA kits are from R&D systems and eBioscience.



Infection with S. pneumoniae
S. pneumoniae serotype 1 clinical isolate E1586 sequence type ST304 has been described
elsewhere (Munoz et al., 2010). Mice were anesthetized and administered i.n. with 50 pl of PBS

containing live bacteria.

Preparation of pulmonary immune cells

Mice were treated each other day with 3 doses of IL-7 (400 ng/mouse)/M25 (2 ug/mouse) complex
(i.n.) and then infected or not with S. pneumoniae. Lung mononuclear cells (MNCs) were prepared
by classical procedures. Briefly, lungs were perfused with PBS 2% FCS, excised and finely
minced, followed by enzymatic digestion for 20 min at 37°C in PBS containing 1 mg/ml
collagenase type VIII (Sigma-Aldrich) and 1 pg/ml DNase type I (Roche). After wash, lung
homogenates were resuspended in a 20% Percoll™ gradient, and centrifuged at 2000 rpm without
brake at RT for 15 min. The pellet was washed in PBS 2% FCS and red blood cells were removed

using lysis buffer (Sigma-Aldrich).

In vitro assays
Lungs were harvested from naive mice and cell suspensions were prepared as previously
described. Leukocytes were cultured 20 h in complete media containing PMA (100 ng/ml) and

ionomycin (1 pg/ml).

Intracellular FACS staining
Lungs were harvested 12 hours after the infection and MNCs were prepared as described above.

Cells were incubated in RPMI 1640 5% FCS containing Golgi Plug/Golgi Stop (BD Biosciences)



for 2 h at 37°C. Then, cells were washed with appropriate dilutions of the different antibodies for
30 min in PBS 2% FCS. Cells were washed, and fixed using IC Fixation Buffer (eBioscience,
CliniSciences, Montrouge, France). Fixed cells were then permeabilized in Permeabilization
Buffer (eBioscience), according to the manufacturer’s instructions. Cells were stained with PE-
conjugated mADb against IL-17A or APC-conjugated mAb against IL-22 and analyzed on a LSR
Fortessa (BD Biosciences). FACS analyses were performed using the FlowJo software (Treestar,

OR USA).

Statistical analysis

All statistical analysis was performed using GraphPad Prism software. The statistical significance
was evaluated using non-parametric Mann-Whitney U tests to compare the means of biological
replicates in each experimental group. Survival rates after S. pneumoniae challenge were analyzed
using a log-rank test. Results with a P value of less than 0.05 were considered significant. ns: not

significant; *, p < 0.05; **, p <0.01; ***, p < 0.001.



Results

IL-7/M25 complex increased the local pool of innate-like T cells with Th17-like phenotype.
To investigate its effects on lung innate immune response, we treated naive mice with IL-7/M25
by i.n. route. After a week of treatment, we assessed the frequency and absolute number of immune
populations by FACS. IL-7/M25 treatment did not affect the adaptive compartment including
CD4"and CD8" T cells, or B cells (data not shown). In contrast, this treatment induced a significant
increase in CD27 ydT cells (Fig. 1A, left panel), a population with specific ability to produce IL-
17A (Ribot et al., 2009). On the other hand, CD277 y8T cells which predominantly produced IFN-
v were not affected by this treatment (Fig. 1A, left panel). Moreover, Vy6V31™ T cells have been
recognized as main IL-17 producers within the lung yoT compartment (Paget et al., 2015; Roarck
et al., 2004). Interestingly, i.n. IL-7 treatment increased the local pool of Vy6V81™* T cells (Fig.
1A, right panel). IL-7/M25 complex treatment also led to a significant increase in NKT cell
frequency (Fig. 1B, left panel), an effect mainly explained by an increase of the IL-17A-producing
NK1.1"NKT cell subset (Michel et al., 2007) (Fig. 1B, right panel). To confirm our observations,
we have used RORCc reporter mice, a mandatory transcription factor for 1L-17 production (lvanov
Il et al., 2006). Expression of RORyt was not modulated in the cellular population tested except
for y8T and NKT cells (Supplementary Fig. 1). It is noteworthy that no modulation of y6T nor
NKT cell frequencies was observed in the spleen of IL-7/M25-treated mice in comparison with
control mice (Fig. 1C). Altogether, intranasal administration of IL-7 leads to a local increase in

yoT and NKT cells presenting a Th17-like phenotype.



IL-7 treatment increased the capacity of lung leukocytes to produce IL-17A.

In attempt to link these descriptive observations with a biological phenotype, lung leukocytes from
control or IL-7-treated mice were stimulated ex vivo. Although no differences were observed in
IFN-v release in both groups (Fig. 2A, right panel), the levels of IL-17A detected were significantly
increased in the lung cells from IL-7 treated mice (Fig. 2A, left panel). Of note, we failed to detect
any modulation in the cytokine production of stimulated spleen cells obtained from the two groups
confirming the local effect of this treatment (Fig. 2B).

In order to determine the cellular sources responsible for this increased IL-17 production, we i.n.
treated control, YT cell-deficient (Tcro”") and type | NKT cell-deficient (Jo187) mice with IL-7
prior ex vivo stimulation. Interestingly, ydT cell and NKT cell deficiencies strongly reduced IL-
17A production in PBS-treated mice (Fig. 2C). Moreover, IL-7 effect on IL-17A production was
almost abolished in Tcrd” mice while NKT cell deficiency only slightly affected its biological
activity (Fig. 2C). Collectively, our data suggest that IL-7 effects on IL-17A biology are

predominantly due to lung ydT cells.

IL-7 complex treatment increased IL-17A production by Vy6Vé1* T cells following
pneumococcal infection.

We have previously shown that IL-17A was essential for bacterial containment and mice survival
during pneumococcal infection (Hassane et al., under revision). Moreover, we highlighted y6T
cells especially the Vy6V1™ subset as the main and earlier producers of IL-17A in this model
(Hassane et al., under revision; Paget et al., 2015). For this reason, we assessed the effects of I1L-7
in boosting the host innate immune response to pneumococcal infection. Using intracellular

cytokine staining, we observed an increase in absolute number of IL-17-producing yoT cells in IL-



7-pretreated mice (Fig. 3A). In contrast, we failed to observe an effect on IL-17A-producing NKT
cells (Fig. 3B). Moreover, IL-7 treatment increased the intrinsic capacity of Vy6V31* y8T to
produce IL-17A but not non-Vy6Va1* y3T neither NKT cells as judged by intracellular staining
(Fig. 3C). Thus, our results indicate that IL-7 pre-treatment induce both homeostatic and functional

modulation in the pool of IL-17-producing ydT cells.

IL-7 treatment increases pneumococcus-induced neutrophilia and bacterial containment but
has no effect on survival.

Since IL-17A-producing yoT cells are important in the host response against pneumococcal
pneumonia (Cao et al., 2014; Hassane et al., 2016; Wilson et al., 2015), we have assessed
pathological parameters in IL-7-treated mice. IL-7 treatment efficiently controlled bacterial burden
in the lungs as well as bacterial dissemination (Fig. 4A). Neutrophils play an important role in the
control of the bacterial load during S. pneumonia infection (Mizgerd et al., 2008). Interestingly,
bacterial containment in treated animals was accompanied by a significant increase in neutrophil
recruitment (Fig. 4B). Surprisingly, despite control of bacterial burdens in treated mice, we
detected no improvement of mice survival (Fig. 4C). Taken together, IL-7 prophylactic treatment
allows increase in neutrophilia and bacterial containment but does not positively impact on

survival.



Discussion

Interleukin-7 has been clinically used in several contexts including cancer, chronic viral infections,
bone marrow transplantation and sepsis. IL-7-dependent proliferation of T lymphocytes was
observed and associated with encouraging effect on the health status of the patients. However,
little is known about the therapeutic effect of IL-7 during bacterial infections. Nevertheless, some
pre-clinical studies have highlighted the potential utility of IL-7 to improve outcomes during i.v.
Mycobacterium tuberculosis infection (Maeurer et al., 2000). Repeated rIL-7 application in
infected mice led to an improvement of their survival without effects on granuloma formation or
bacterial burdens (Maeurer et al., 2000). Additionally, endogenous IL-7 was demonstrated critical
for the protection against oral Citrobacter rodentium infection (Zhang et al., 2015). Elaborately,
IL-7Ra blockade led to an increase in bacterial loads and colon inflammation, associated with a
decrease in mice survival (Zhang et al., 2015).

Here, we report here that prophylactic i.n. IL-7 treatment controlled bacterial growth and systemic
dissemination during respiratory S. pneumoniae infection, an effect associated with higher
neutrophilia in treated animals. In line with (Michel et al., 2012; Webster et al., 2014), IL-7
treatment allowed increase in the pool of innate IL-17 producers. Moreover, our results suggest
that y8T cells especially the Vy6V1* subset are likely to be responsible for this increased cytokine
production. Since we and others have recently described the critical role of ydT17 cells especially
Vy6V31* subset in the control of pneumococcal pneumonia (Cao et al., 2014; Hassane et al., under
revision; Paget et al., 2015; Wilson et al., 2015), we can reasonably speculate that these cells are
responsible for the protective effect of IL-7. However further in vivo experiments in transgenic
models lacking IL-17A and/or y8T cells will be required to confirm our hypothesis. It is

noteworthy that the Caldwell laboratory reported that IL-7 administration in an experimental



model of sepsis increased in a yoT cell-dependent manner IL-17 levels (Kasten et al., 2010; Tschop
et al., 2008). Moreover, this was accompanied with a reduced bacterial burdens and increased
neutrophils recruitment (Kasten et al., 2010). More recently, i.v. administration of recombinant
Mycobacterium bovis BCG expressing an immunodominant M. tuberculosis-specific Ag (Ag85B)
in combination with IL7 (Ag85-1L-7 fusion protein) has been shown to increase Ag-specific CD8"
T cells in the lungs in a y6T17 cell-dependent manner (Hatano et al., 2016).

As previously shown, we confirmed that local administration of IL-7 induced a preferential
expansion of both lung y6T17 and NKT17 cells (Michel et al., 2012; Webster et al., 2014).
However, our in vitro experiments indicated that ydT cells were mainly responsible for this
increase IL-17A production. In this context, it is likely that y6T17 cells and NKT17 cells compete
during infection for activating cytokines (e.g. IL-1B and IL-23). Therefore, the high density
expression of IL-1R1 and IL-23R on resting Vy6Va1™ T cells (Paget et al., 2015) provides them
an undeniable benefit over NKT cells to efficiently uptake activating cytokines. It is also possible
that during infection, IL-7 itself can directly trigger ydT17 cells to enhance their capacity to
produce IL-17A as recently proposed (Michel et al., 2012).

Despite strong reduction in bacterial growth and dissemination, we unfortunately failed to enhance
survival in IL-7-treated mice during lethal pneumococcal pneumonia. However, it is clear that
during experimental bacterial or viral pneumonia, animals do not solely die from bacterial
dissemination and therefore lung inflammation has to be highly considered. In this study, we did
not perform histological analyses to compare the lung inflammatory status in control vs IL-7-
treated infected mice. However, although IFN-y levels remained unchanged, we consistently
observed an increase in 1L-13 production following ex vivo stimulation of lung leukocytes isolated

from IL-7-treated mice (not shown). Not surprisingly, this was associated with a significant lung



eosinophilia compared to control animals (not shown). Of note, human eosinophils were shown to
express a functional IL-7Ra and to respond to rhiL-7 by CD69 upregulation (Kelly et al., 2009).
Further studies will be required to understand whether IL-7 treatment can be used as a sole
therapeutic agent or rather in combination with immunomodulatory drugs to circumvent
exacerbated inflammation.

Indeed, IL-7 treatment has been shown to induce side effects which can be a major drawback to
its use in clinics. For instance, systemic administration of IL-7 in macaques presenting refractory
cancer led to an increase of CD4" and CD8" conventional T cells but was associated with
splenomegaly and adenopathy (Beq et al., 2009). However, IL-7/M25 complex administration by
i.n. route seems to have local effects in the lungs with no obvious systemic side effects. The use
of this formulation also allows for smaller quantities of rIL-7 injected although the biological
activity is increased. Indeed, IL-7/anti-IL-7 complex induces a stronger and more prolonged
intracellular signalling through IL-7R, an effect dependent on the Fc domain of the 1gG (Bergtold
et al., 2005). This fraction shows unique pharmacokinetic properties conferring a positive effect
on the cytokine activity (Bergtold et al., 2005). The neonatal Fc receptor (FCRn) has been shown
to play a substantial role in the activity of this kind of complex. This receptor fixes the complex in
the endosomes and increases its half-life in vivo by preventing its degradation (Roopenain et al.,
2007). The expression of FcRn is essential to preserve M25 half-life and the efficacy of 1L-7/M25
complex. Another approach using a fusion protein between IL-7 and the Fc region of M25 also
increased the half-life in comparison with IL-7 alone but remains less efficient than the IL-7/M25
complex (Martin et al., 2013) suggesting the existence an additional mechanism independent of
FcRn-Fc interaction. The use of FcRn-deficient mice will be informative to understand the

mechanisms underlying IL-7 activity in host response to respiratory pneumococcal infection.



In conclusion, despite a better understanding of its action mechanisms is required, we demonstrate
that IL-7/M25 treatment confers a beneficial effect on the host to contain bacterial growth and
dissemination during pneumococcus-induced pneumonia. Given the “double-edged sword” nature
of IL-17, our report should encourage the design of prophylactic or therapeutic strategies to target
IL-7 biology (rIL-7 or neutralizing antibody) in other pathological situations including
inflammatory disorders such as chronic obstructive pulmonary disease as well as in other relevant

respiratory bacterial infections.
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Figure legends

Figure 1: IL-7 treatment increases the Th-17-like cellular pool. WT C57BL/6 mice were
treated or not with 3 doses of IL-7/M25 complex every other day, and one day after the last shot,
mice were sacrificed and cells were assessed by FACS. A, Frequencies of CD27-and CD27* y8T
cells were analysed by flow cytometry (left panel) and pulmonary Vy6Vél and non-Vy6Voél T
cells frequencies are shown (right panel). B, NKT cells (left panel) and NK1.1-negative and
positive populations (right panel) frequencies are shown. C, y8T and NKT cells frequencies were
analysed in the spleen. The mean + SEM of 4 independent (ind.) experiments (n = 4-5) is shown.
* P <0.05; **, P <0.01; ***, P <0.001.

Figure 2: IL-7 treatment increases leukocytes’ IL-17A production ex vivo. Mice were treated
or not with IL-7/M25 complex and leukocytes were then stimulated or not ex vivo with
PMA/lonomycin for 20 h. A and B, IL-17A (left panel) and IFN-y (right panel) levels from the
supernatants of incubated pulmonary (A) and splenic (B) cells were measured by ELISA. The mean
+ SEM of 2 ind. experiments (n = 4-5) is shown. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P <0.001. C, IL-
17A levels were measured by ELISA following ex vivo stimulation of pulmonary leukocytes from
WT, TCR&~ and Ju187 mice with PMA/ionomycin. One ind. experiment (n = 4-5) is shown. N,

not significant; *, P < 0.05.

Figure 3: IL-7 treatment induces IL-17A production by Vy6V31+*T cells following S.
pneumoniae infection. S.p.-infected mice were treated or not with IL-7/M25 complex and
pulmonary cells were assessed by FACS 12 h post-infection (p.i.). A, FACS plots of IL-17
production by y3T cells (left panel) and absolute number of IL-17A-positive y3T cells (right panel)
were shown. B, FACS plots of IL-17 production by NKT cells (left panel) and absolute number
of IL-17A-positive NKT cells (right panel) were shown. C, Frequency of IL-17-producing Non-
Vy6Vol1+ T (left panel), Vy6Vo1+ T (middle panel) and NKT (right panel) cells were analyzed by
flow cytometry. The mean + SEM of 3 ind. experiments (n = 4-5) is shown. *, P < 0.05; **, P <
0.01; ***, P < 0.001.



Figure 4: IL-7 treatment increases bacterial containment and neutrophilia. A, IL-7-treated or
control mice were challenged with S.p. and the number of CFU was determined 60 h p.i. in the
lungs (left panel) and in the spleen (right panel). Individual counts of 2 ind. experiments (n = 7-
10) are shown. B, Frequency of pulmonary neutrophils from S.p.-infected mice was assessed by
FACS 12 h p.i. in control and IL-7-treated mice. The mean + SEM of 3 ind. experiments are shown
(n=4-5).* P <0.05; **, P <0.01; ***, P <0.001. C, Control and IL-7-treated mice were infected
with S.p. (5x10° CFU) and monitored daily for survival.

Supplementary Figure 1: Frequency of RORyt-positive y6T and NKT cells was analyzed by flow

cytometry. One ind. experiment (n = 4-5) is shown.
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