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RESUME

L'inflammation peut induire I'activation des cellules souches hématopoiétiques et des cellules
progénitrices dans la moelle osseuse, conduisant a une hématopoiése d'urgence. Lors de
l'inflammation chronique, cette activation peut entrainer une déplétion des cellules souches
hématopoiétiques, une insuffisance de la moelle osseuse et le développement de problémes
cliniques. En utilisant deux souches de Leishmania major, une transitoire et autre persistante,
nos résultats suggérent que I'afflux accru de cellules myéloides vers le site de la |ésion persistante
est soutenu par une augmentation des cellules progénitrices multipotentes a polarisation
myéloide dans la moelle osseuse et |a rate chez les souris infectées par la souche persistante.
Chez les dernieres, une augmentation des monocytes et des cellules myéloides dérivés des
monocytes de la rate, ainsi qu’une réponse d'interféron atténuée a été constatée, parrapport a
la souche transitoire, tandis que les deux souches induisaient une hausse rapide des cytokines
myélopoiétiques, telles qu’lL-1 B et GM-CSF. En conclusion, ces résultats démontrent que la
présence de l'agent pathogéne dans la moelle osseuse n'est pas nécessaire pour l'induction
d'une myélopoiese adaptée a l'infection, et que le parasite cutané est suffisant pour influencer

la fonction des cellules progeénitrices.

Mots clés : Cellule souche/progénitrice hématopoiétique, Leishmania major, leishmaniose

cutanée, myélopoiese, inflammation






ABSTRACT

The Inflammation can induce activation of hematopoietic stem cells and progenitor cells in the
bone marrow, leading to emergency hematopoiesis. In chronic inflammation, this activation can
lead to depletion of hematopoietic stem cells, bone marrow failure, and the development of clinical
problems. Using two strains of Leishmania major, one transient and the other persistent, our
results suggest that the increased influx of myeloid cells to the site of persistent injury was
supported by an increase in myeloid-p multipotent progenitor cells in the bone marrow and spleen
in mice infected with the persistent strain. An increase in monocytes and myeloid cells derived
from monocytes in spleen, as well as an attenuated interferon response in mice infected with the
persistent strain compared to the transient strain were observed, while both strains induced a
rapid upregulation of myelopoietic cytokines, such as IL-1f and GM-CSF. In conclusion, these
results demonstrate that the presence of the pathogen in the bone marrow is not necessary for
the induction of a myelopoiesis adapted to the infection and that the cutaneous parasite is

sufficient to influence the function of the progenitor cells.

Key words: Hematopoietic stem/progenitor cell, Leishmania major, cutaneous leishmaniasis,

myelopoiesis, inflammation
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1 INTRODUCTION

1.1 Cellules Souches Hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont les architectes de I'hématopoiése
définitive, c'est-a-dire de la production de cellules sanguines qui se produit en continu, au cours
de la vie d'un organisme. Chaque CSH est programmée pour permettre une production efficace
des composants sanguins cellulaires avec un but manifeste qui a été fagonné par I'évolution: des
globules rouges qui permettent un transport efficace de I'oxygéne, des mégacaryocytes et leur
progéniture plaquettaire qui interagissent avec les vaisseaux sanguins et les facteurs de
coagulation solubles pour réguler coagulation, des cellules du systéme immunitaire inné et acquis
qui agissent contre les attaques microbiennes (Ng and Alexander 2017). Le microenvironnement
de la moelle osseuse (MO) avec son anatomie spécialisée et son systéme vasculaire
interconnecté fournit un sanctuaire ou les CSH résident, sont maintenues et se différencient en
plusieurs lignées sanguines. La niche de la MO est un microenvironnement critique qui régule de
nombreuses activités des cellules souches, y compris l'auto-renouvélement, la mobilisation, la

greffe et la différenciation cellulaire (Yu and Scadden 2016).

Les CSH sont, en effet, des précurseurs qui ont une capacité d'auto-renouvélement et
la capacité de régénérer tous les différents types de cellules qui composent le systéme
hématopoiétique (Bonnet 2002, McCulloch and Till 2005). Historiquement, les CSH de souris ont
été identifiées rétrospectivement en utilisant des tests clonaux in vivo dans lesquels des cellules
marquées (par exemple, génétiquement marquées avec des génes rapporteurs) ont été évaluées
pour le potentiel de reconstitution fonctionnelle de I'hématopoiése aprés injection dans des hotes
conditionnés, avec une capacité d'auto-renouvélement et une capacité permanente de
reconstitution des systémes myéloide et lymphoide (Abramson, Miller et al. 1977, Capel, Hawley
et al. 1990, Jordan and Lemischka 1990).

L'identification et la caractérisation des CSH ont nécessité des stratégies pour isoler ces
cellules rares de la MO des nombreux composants cellulaires. Des tests d'unités de
repeuplement compétitives fonctionnelles ont estimé la fréquence de ces cellules rares a une
cellule sur 10 000 dans la MO (Szilvassy, Humphries et al. 1990). Toute l'activité desCSH dans
la MO de souris adulte est contenue dans une population de cellules caractérisée par
I'expression du récepteur tyrosine kinase c-Kit (le récepteur du facteur de cellule souche),
I'antigéne des cellules souches-1 (Sca-1, Ly-6A/E) et aucune ou de faibles niveaux d'expression

de nombreux antigénes de surface cellulaire trouvés sur des cellules différenciées appartenant



a diverses lignées (appelées lineage négative ou Lin-) (Shizuru, Negrin et al. 2005). En plus de
cesrécepteurs, les CSH de souris expriment de maniére variable la sialomucine CD34, selon le
stadede développement et I'état du cycle cellulaire, des récepteurs tyrosine kinases; le CD150,
membrefondateur de la famille des récepteurs SLAM, le récepteur de la thrombopoiétine (TPO),
c-Mpl, est également exprimé sur ~ 70% des CSH de souris c-Kit + Lin-Sca-1 + (Solar, Kerr et
al. 1998,0gawa, Tajima et al. 2001, Yilmaz, Kiel et al. 2006). Les CSH murines sont enrichis en
une population qui n'exprime pas de marqueursde cellules hématopoiétiques matures (c'est-a-
dire qu'elles sont lignées-), expriment Sca1 et c-kit, mais sont dépourvues d'expression de FLT3
(FLT3- lin- Sca1+ kit+ ou cellules FLT3-LSK). De cette facon, les cellules LSK-, sont une
population cellulaire qui a été décrite dans la MO avec un phénotype lin- Sca1+ comparable
mais dépourvu de I'expression de c-kit (celluleslin- Sca1+ kit- ou LSK-). Les cellules LSK-
peuvent étre générées a partir de cellules transplantées in vivo et exprimer le marqueur pan
hématopoiétique CD45, suggérant qu'il s'agit de cellules hématopoiétiques. Curieusement, les
cellules LSK- sont rares dans le foie du feetus et s'accumulent avec I'age dans la MO (Kumair,
Fossati et al. 2008). Les CSH contenues dans lapopulation de cellules LSK- sont responsables
de la production de types variables de lignées decellules sanguines matures. Cependant, on
sait peu sur si et comment les cellules LSK- sont fonctionnellement régulées par d'autres lignées
cellulaires qui sont dérivées de cellulesLSK- et expriment des marqueurs de surface cellulaire
similaires. Phénotypiquement, les LSK- n'ont pas les marqueurs de lignée (Lin) exprimés sur les

cellules myéloides et lymphoides matures (Peng,Chen et al. 2012).

1.1.1 Structure hiérarchique du systéme hématopoiétique

Les scientifiques ont pensé que la population de CSH dans la MO était homogeéne et
dormante au sommet de la hiérarchie de I'nématopoiése. Ce concept est resté longtemps, mais
des études avec des CSH ont montré que cette vision n'était pas soutenue en raison de la
nécessité d'une production cellulaire continue et d'une réponse cellulaire au cours d'un

processus infectieux (Yokota 2019).

Le systéme sanguin des mammiféres contient plus de dix types de cellules matures
distinctes, des globules rouges (érythrocytes), des mégacaryocytes / plaquettes, des cellules
myéloides (monocytes / macrophages et granulocytes), des mastocytes, des lymphocytes T et
B, des cellules tueuses naturelles (NK) et cellules dendritiques (CD) (figure 1.1). Le concept
selon lequel ces divers types de cellules dérivent tous d'une cellule mére commune (les CSH)

estintrigant et indique que les CSH possédent un potentiel de différenciation remarquable.



Depuis ces études initiales, les CSH de souris ont été plus largement purifiées en identifiant
puis en utilisant des marqueurs supplémentaires de surface cellulaire pour les distinguer des
autres cellules de la MO (Seita and Weissman 2010, Yokota 2019).

Spangrude et al. ont reporté en 1994, une population isolée dans la MO comprenantau
moins 3 populations multipotentes: les CSH a long-terme (LT-HSC), les CSH a court-terme (ST-
HSC) et lesprogéniteurs multipotents (MPP, une population de cellules qui a perdu la capacité
d'auto- renouvélement). Dans ce modéle classique, les CSH peuvent étre divisées en deux
sous-populations selon leur expression CD34 : CD34- | LT-HSC et CD34+ /| ST-HSC. Les LT-
HSC sont une population rare et quiescente dans la MO et ont une capacité de reconstitution
compléete a long terme (> 3 ~ 4 mois), tandis que les ST-HSC n'ont qu'une capacité de
reconstitution a court terme (généralement <1 mois). Les LT-HSC se différencient en ST-HSC, et
par la suite, les ST-HSC se différencient en MPP, qui n'ont pas de capacité d'auto-
renouvelement détectable (Morrison and Weissman 1994, Seita and Weissman 2010, Cheng,
Zheng et al. 2020).

La premiére division de la CSH se produit entre les progéniteurs myéloides communs
(CMP, a potentiel myéloide, érythroide et mégacaryocytaire) et les progéniteurs lymphoides
communs (CLP, a potentiel lymphoide uniquement), qui sont dérivés des MPP. Le deuxiéme
point de ramification au niveau des CMP sépare les progéniteurs bipotents de granulocytes-
macrophages (GMP) et de mégacaryocytes-érythrocytes. Les CLP forment en outre des cellules
T, B, NK et dendritiques, tandis que les GMP se différencient en granulocyteset monocytes, et
lesMPE générent des mégacaryocytes et érythrocytes. Toutes ces populations forment un
modéle dehiérarchie equilibré en forme d'arbre, dans lequel les facteurs de transcription clés et
les cytokines conduisent précisément a la différenciation des CSH par étapes en cellules

sanguines matures (Seita and Weissman 2010, Cheng, Zheng et al. 2020).

La niche des CSH chez la souris joue un role clé dans la division cellulaire et a été
partiellement caractérisée. Des cellules stromales de la MO soutient I'auto- renouvelement des
CSH et la maturation myélo-lymphoide. Par ailleurs, des populations enrichiesen CSH ont été
localisées pres de I'endoste et prés des vaisseaux sanguins de la MO. Ces recherches prouvent
que les interactions entre les récepteurs et ligands des CSH et de cellules de la niche sont
essentielles pour le maintien du systéeme hématopoiétique (Calvi, Adamset al. 2003, Zhang, Niu
et al. 2003).
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Figure 1.1. Les LT-HSC sont au sommet de la hiérarchie hématopoiétique. Les LT-HSC se différencient en ST-
HSC, puis en MPP avec une capacité d'auto-renouvélement réduite. En aval des MPP, une séparation stricte entre
les branches myéloide(CMP) et lymphoide (CLP). Les CLP donnent naissance a des lymphocytes et a des cellules
dendritiques. Les MEPs se différencient en mégacaryocytes/plaquettes et érythrocytes. Les GMP produisent des
granulocytes, des macrophages et des cellules dendritiques. (Cheng, Zheng et al. 2020).




1.1.2 Le réle des cytokines et des chimiokines dans le microenvironnement
de la CSH

Nombreuses cytokines (Tableau 1.1) et leurs récepteurs ont été étudiées, mais peu de
récepteurs/ligands ont avérés jouer des rbles essentiels dans la fonction des CSH. Deux des
paires récepteur/ligandqui sont critiques pour CSH sont SCF /c-Kit et TPO / c-Mpl. Des études
utilisant des CSH de souris isolées prospectivement ont montré que le c-Kit et le c-Mpl sont tous
deux exprimés sur un CSH hautement purifiée et que I'élimination génétique de TPO ou de c-
Mpl conduit a une réduction de CSH. Conformément a ces données, les cytokines SCF et TPO
peuvent a la fois soutenir la survie et la prolifération des CSH de souris purifiées et testées en
culture sans sérum auniveau de la cellule unique. En fait, de nombreux scientifiques pensent
que la signalisation TPO des CSH se produit via une association de c-Mpl qui agit comme un
inhibiteur de nombreuses voies de signalisation des cytokines, y compris SCF, EPO
(Erythropoietin), IL-3, IL-7 ainsi que TPO. De plus, les CLS possédent d'importants récepteurs
de cytokines qui jouent un réle clé dans 'hnématopoiése, comme le récepteur de granulocytes
(G)-CSF (R), le récepteur EPO(EPOR) et le récepteur TPO (c-MPL) (Adolfsson, Borge et al.
2001, Buza-Vidas, Antonchuk et al. 2006, Robb 2007, Seita and Weissman 2010).

Les actions cellulaires des cellules souches et progénitrices hématopoiétiques (HSPC)
sont controlées a la fois par des facteurs cellulaires intrinséques tels que les réseaux de régulation
transcriptionnelle, ainsi que par des facteurs cellulaires extrinséques tels que les facteurs de
croissance, les cytokines, les chimiokines et les microvésicules (MV) comme le G-CSF, le
CXCLA12 et le facteur de croissance transformant-B (TGF-B). Au cours de la vie embryonnaire,
foetale et adulte, 'nématopoiése dépend d'un microenvironnement constitué des composants
solubles et des interactions cellule-cellule. Ce microenvironnement est connu sous le nom de
niche hématopoiétique, qui est principalement composeé des cellules dérivées d'un progéniteur
commun d'origine mésenchymateuse qui ajustent la quiescence et I'activation stable des HSPC.
Les cellules souches (y compris les HSPC ou Mesenchymal stem cells (MSC) assurent la
régénération des tissus tout au long de la vie. La recherche a indiqué que les cytokines et les
facteurs de croissance des MSC exercent leurs effets avantageux sur les cellules cibles pour
stimuler la réparation et la régénération des tissus, y compris la modération de la réponse
immunitaire, la survie cellulaire, I'apoptose, le métabolisme, la prolifération, la différenciation,
I'hématopoiese, l'angiogenése, la myogenése, le remodelage, la cicatrisation des plaies,
croissance des cheveux, neuroprotection, développement collatéral et protection rénale (Wilson
and Trumpp 2006, Orkin and Zon 2008, de Kruijf, Fibbe et al. 2020).



La niche est elle- méme régulée par des cellules d’origine hématopoiétiques telles que
les macrophages et les mégacaryocytes. Les macrophages soutiennent indirectement les CSH
en influengant I'activité d'autres cellules de niche non hématopoiétiques. Plusieurs populations
de macrophagesont été identifiées dans la MO sur la base de leur expression, de leur
emplacement et de leurs fonctions antigéniques de surface. Les macrophages du tissu ostéal
(ostéomac) sont cLy6G + F4 / 80 + et régulent la fonction des ostéoblastes en formant une
canopée sur les ostéoblastes de la muqueuse osseuse dont la fonction est la formation
d’ostéocytes, cellules importantes pour la formation et I'absorption de la MO (Chang, Raggatt
et al. 2008, McCabe and MacNamara 2016).

Les macrophages CD169 + ont été identifiés comme des cellules critgiues de soutien
de la niche stromale qui régulent indirectement a la fois le cycle des CHS et la taille du pool.
L’épuisement des ostéomacs ou des macrophages CD169 + est associé a un nombre accrude
CSH circulants. Dans la MO, les mégacaryocytes sont souvent étroitement associés a
I'endothélium sinusoidal en étendant des protubérances cytoplasmiques dans les sinusoides.
Plusieurs facteurs dérivés du mégacaryocyte soutiennent le maintien de la CSH, notamment
CXCL4 (ou facteur plaquettaire 4), le facteur de croissance transformant béta-1 (TGF-g1) et TPO.
L’épuisement des mégacaryocytes causé par une réduction des taux de TGF-31 biologiquement
actif dans la MO, entraine une prolifération accrue des CSH et I'activation des CSH quiescents
(Bruns, Lucas et al. 2014, McCabe, Zhang et al. 2015).

En bref, a I'état d'équilibre, la mobilisation des HSPC de la niche de la MO est induite par
le G-CSF. Les cellules stromales mésenchymateuses (CSM) et les cellules endothéliales (CE)
expriment des chimiokines et de molécules d'adhésion qui retiennent les cellules souches et
progénitrices hématopoiétiques (HSPC) dans la niche de la MO. Les ostéoblastes (OB) sécrétent
des inhibiteurs de protéases qui inhibent I'activité protéolytique des protéases deérivées des
neutrophiles. Aprés I'administration de G-CSF, les neutrophiles de la MO augmentent en
nombre, amorgant la libération d'enzymes protéolytiques tels que CXCL12, SCF et VCAM-1,
qui clivent et inactivent les chimiokines et les facteurs d'adhésion. Les ostéomacs sont épuisés,
ce qui coincide avec une déplétion des ostéoblastes et une sécrétion réduite d'inhibiteurs de
protéases, tels que l'alpha-1-antitrypsine. Ceci est associé a une baisse de CXCL12, SCF et
VCAM-1, qui sont nécessaires pour maintenir et conserver les HSPC dans leurs niches de la
MO. Une activité nerveuse sympathique accrue conduit a une régulation négative de CXCL12,
SCF et VCAM-1 par les cellules stromales. Ensemble, ces processus aboutissent a une

mobilisation de HSPC vers le sang périphérique (deKruijf, Fibbe et al. 2020).



Tableau 1.1. les Principales cytokines agissant sur la Cellule Souche Hématopoiétique.

Principales cytokines agissant sur la cellule souche hématopoiétique dans son état basal, induisant’hématopoiese
(Metcalf 2008, Seita and Weissman 2010).

Cytokine Fonction dans I'hématopoiése
Erythropoiétine (EPO) Production de globules rouges
FIt-3 Stimulation des cellules souches et dendritiques en développement

Facteur de stimulation des colonies

de granulocytes-macrophages Stimulation d'un ensemble diversifié de colonies de granulocytes-

macrophages
(GM-CSF)

Facteur de stimulation des colonies
Stimulation des colonies granulocytaires
de granulocytes (G-CSF)

Interleukine-2 (IL-2) Prolifération des lymphocytes T

. Formation de colonies de granulocytes, de macrophages, d'éosinophiles,
Interleukine-3 (IL-3) .
de mégacaryocytes et d'érythroides

Interleukine-5 (IL-5) Différenciation des cellules B et régulation des éosinophiles
Interleukine-6 (IL-6) Différenciation des cellules B
Interleukine-7 (IL-7) Induction des lymphocytes T

. Stimulation des mégacaryocytes et des lignées cellulaires de
Interleukine-11 (IL-11)
plasmocytomes

Facteur inhibiteur de la leucémie Différenciation et suppression de la clonogénicité des cellules

(LIF) leucémiques

Facteur de stimulation des colonies
Stimulation des colonies de macrophages
de macrophages (M-CSF)

Facteur de cellules souches (SCF) Prolifération des mastocytes et des cellules souches

. Régulation de la production de plaquettes ; stimulation des
Thrombopoiétine (TPO)
mégacaryocytes avec IL-3 et SCF




1.1.3 Effets de l'inflammation sur les cellules souches hématopoiétiques
(CSH)

Comme décrit précédemment, les CSH sont responsables de la production a vie de
cellules sanguines. En méme temps, elles doivent répondre rapidement a des besoins aigus tels
que ceux reliés a une infection ou une blessure. Un intérét significatif a émergé sur la fagon dont
l'inflammationrégule le devenir des CSH et comment elle affecte la fonctionnalité a long terme
des CSH et le systéme sanguin dans son ensemble. Les LT-HSC maintiennent la production
hématopoiétique tout au long de la vie d’'un étre humain. Cependant,avec I'age, I'équilibre est
perturbé et les LT-HSC peuvent produire plus de cellules myéloides, ce qui entraine de
mauvaises réponses immunitaires a une infection et augmente le risque dudéveloppement de
leucémies myéloides. Les LT-HSC jeunes et agées répondent differemment au stress
inflammatoire, étant inefficaces dans la production de cellules myéloides et dans la régulation

d’un processus inflammatoire ou infectieux (Mann, Mehta et al. 2018).

Toutes les lignées sanguines participent a l'initiation et a la résolution des événements
inflammatoires, et pour cette raison, les réponses inflammatoires sont souvent accompagnées
de modifications dusystéme sanguin, y compris une surproduction de cellules myéloides et,
dans certains cas, de plaquettes (Pascutti, Erkelens et al. 2016, Pietras 2017). Ces populations
de courte durée jouentun role important de « premiers répondants » dans la défense de I'héte
et leur remplacement continuel par les progéniteurs hématopoiétiques est critique pendant les
réponses inflammatoires.On sait depuis des décennies que les cytokines pro-inflammatoires
telles que l'interleukine (IL) -1, le facteur de nécrose tumorale a (TNF-a), les interférons (IFN) et
d'autres signaux de danger tels que des dommages et/ou des schémas moléculaires associés
a des agents pathogénes peuvent augmenter ou, dans certains cas, supprimer la production
cellulaire de laMO normales et leucémiques. Ainsi, les CSH sont a la base d'un systéme sanguin
hautement dynamique, et leur biologie peut étre directement affectée par la signalisation

infammatoire (Pietras 2017).

Dans des conditions normales, les CSH sont quiescents mais elles peuvent entrer
rapidement dans le cycle cellulaire et se différencier, souvent préférentiellement le long de la
lignée myéloide, en réponse a une infection ou a une blessure (Manz and Boettcher 2014). |l est
bien connu que les cellules immunitaires matures et les CSH peuvent étre activées soit par
activation directe des récepteurs de reconnaissance des pathogénes (PAMP) tels que les
récepteurs de type Toll (TLR), soit via des signaux de cytokine pro-inflammatoires (Kawai and

Akira 2011, Boettcher and Manz 2017). Au cours de la réponse immunitaire, une gamme
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des cytokines pro-inflammatoires est produite en réponse au pathogéne de sorte que ces
cytokines deviennent une ligne de communication critique par laquelle la présence d'un danger
est relayéeaux CSH et aux progéniteurs, conduisant a la production de cellules spécifiques qui
agironten réponse a la menace. Alors que lintégration de tels signaux avec la sortie
hématopoiétique peut favoriser une défense efficace de I'h6te dans des conditions aigués, une
exposition prolongée peut étre préjudiciable a la fonction HSC. En effet, I'épuisement
hématopoiétique associé a la surproduction de cytokines pro-inflammatoires est souvent une
caractéristique des maladies inflammatoires chroniques, des hémopathies malignes et des
syndromes d'insuffisance médullaire (Anand, Chodda et al. 1998, Ishihara and Hirano 2002,

Mirantes, Passegué et al. 2014).

Les interférons (IFN) jouent un réle important dans la stimulation des CSH. Les IFN sont
une famille de plus de 13 cytokines produites en réponse a des agents pathogenes
intracellulaires, classées en fonction des caractéristiques biochimiques. Les IFN de type | (IFN-
Is) comprennent plusieurs espéces d'IFNa et un seul IFNR, et sont largement exprimés par de
nombreux types de cellules. Inversement, I'expression de I'lFN de type Il unique (IFN-II), IFNy,
est principalement limitée aux cellules NK et T (Mirantes, Passegué et al. 2014). Des études in
vivo chez la souris ont démontré la capacité paradoxale des IFN a induire directement la
prolifération des CSHen réponse a une stimulation aigué (Essers, Offner et al. 2009, Baldridge,
King etal. 2010). Néanmoins, la culture in vitro des CSH purifiées améne a des effets
antiprolifératifs attendus suggérant que les IFN activent la prolifération des CSH par des moyens
autres que I'engagement direct de la machinerie du cycle cellulaire (de Bruin, Demirel et al.
2013). Il est intéressant de noter que la prolifération induite par I'lFN est un événement aigu et
bref. En effet,les CSH rentrent rapidement dans un état de repos méme lors d'une exposition
chronique a I'lFN-Is qui est associée a la restauration de génes renforgant la quiescence,
impliquant I'action d'un mécanisme de « freinage » cellulaire. Il est important de mentionner
gu'un certain nombre d'études ont démontré que les IFN induisent une expansion du
compartiment LSK qui a été interprétée comme une expansion des progéniteurs multipotents
en aval des CSH, et cette activation constante des CSH par I'lFN peut également conduire a
I'épuisement des CSH et provoquer une insuffisance médullaire (Zhang, Jones et al. 2013,

Pietras, Lakshminarasimhan etal. 2014) (Morales-Mantilla and King 2018).

Le TNF-a est impliqué dans une grande variété des processus comme la mort des cellules
tumorales (apoptose) et dans plusieurs actions pro-inflammatoires. En plus, cette cytokine joue

un réle important dans la prolifération et de la différenciation cellulaire. Une étude a évalué I'effet
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de I'administration in vivo de TNF-a sur les CSH. Leschercheurs ont montré que a court terme
(trois doses) le TNF entrainait la suppression des CSHcycliques et diminuait leur capacité de
repeuplement a long terme (Pronk, Veiby etal. 2011). Cependant, un autre groupe a montré
que la production de TNF-a par les cellules CD8 + dérivées de la MO baisse I'apoptose des CSH
et facilite la greffe hématopoiétique aprés transplantation chez des receveurs de greffe

allogénique et syngénique (Rezzoug, Huang et al. 2008).

Compte tenu de ces résultats discordants, il est clair que les effetsdu TNF- a sur les CSH
sont complexes. Il semble probable que la réponse CSH a la signalisationdu TNF dépenderait
de la dose et de la durée de I'exposition au TNF-a et de I'environnement local dans lequel
résident les CSH, et il peut y avoir des différences dépendantesde I'age. Cela dit, dans des
conditions basales, il semble que la signalisation du TNF régule négativement l'activité de
repeuplement de CSH (Schuettpelz and Link 2013).

Le facteur de stimulation des colonies de granulocytes (G-CSF) est une cytokine produite
par plusieurs types de cellules stromales et hématopoiétiques de la MO, en réponsea des
signaux inflammatoires; ces taux systémiques sont augmentés en réponse a de nombreuxtypes
d'infection. Le G-CSF est la principale cytokine régulatrice de la production de neutrophiles en
stimulant leur production et libération a partir de la MO. En plus de son rdle dans la
granulopoiéese, le G-CSF régule également la fonction des CSH. Le G-CSF est un puissant
agent de mobilisation, une propriété qu'il partage avec d'autres cytokines inflammatoires,
notamment I'lL-6, I'lL-3, I'IL-12 et le GM- CSF. Certaines études ont montré que le G-CSF induit
la mobilisation des cellules souches / progénitrices hématopoiétiques (HSPC) principalement
en modifiant le microenvironnement de la MO. Malgré la mobilisation de certaines CSH dans le
sang et la rate, I'administration de G-CSF in vivo, entraine une augmentation absolue des CSH
phénotypiques (cellules CD150 + CD48- LSK) dans la MO (Thomas, Liu et al. 2002, Grassinger,
Williams etal. 2012, Schuettpelz and Link 2013).

Certaines autres cytokines, telles que I'lL-6 agissent sur de nombreux types de cellules,
ycompris les cellules précurseurs hématopoiétiques. L'IL-6 a été impliquée en tant qu'activateur
critique de la myélopoiése en réponse a une infection pathogene et a des troubles inflammatoires
chroniques. L’IL-6 inhibe également la lymphopoiése, suggérant qu'elle régule le choix de la
lignée chez les progéniteurs non engagés (Ishihara and Hirano 2002, Maeda, Baba et al. 2005).
L’IL-6 c'est un régulateur clé de la production de la lignée hématopoiétique dans le contexte de
l'inflammation. Le récepteur de I'lL-6 (IL-6R) est systématiquement exprimé de maniére robuste

par les MPP, mais pas par les CSH; la stimulation in vitro de MPP purifiés avec de I'lL-6 favorise
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la production de cellules myéloides tout en abrogeant la production de la lignée lymphoide
(Reynaud, Pietras et al. 2011) (Schurch, Riether et al. 2014). Cette recherche suggére que les
MPP représentent une population progénitrice trés active dont la formation de cellules issues
de cette lignée peut étre reprogrammeée en réponse a la stimulation de signaux inflammatoires
tels que I'lL-6 (Mirantes, Passegué et al. 2014). En plus de I'lL-6, d'autres cytokines pro-
inflammatoires, dont I'lL-1 et I'lL-17, activent également la myélopoiése et assurent la production
de cellules de défense en réponse aux infections et aux maladies inflammatoires (Nagareddy,
Kraakman et al. 2014).

En résumé, les cytokines, en particulier les cytokines inflammatoires, jouent un réle
majeur dans I'expansion des CSH. Dans des conditions homéostatiques, ce systeme est régulé
par des signaux de niche et des niveaux basaux de cytokines pro-inflammatoires, ce qui
maintient un équilibre entre la dormance de la CSH et 'amorgage de la lignée. D'autre part, en
réponse a des signaux pro-inflammatoires ou pendant la régénération hématopoiétique, le
compartiment CSH subit des changements de destin distincts, y compris la prolifération
transitoire, I'expansion de MPP1 et 'activation de programmes instructifs spécifiques a la lignée
dans des sous-ensembles de CSH. Ceux-ci incluent 'amorgage des mégacaryocytes (Meg) a
partir des cellules CD41 + aprés exposition a I'lFN, au TNF et a I'lL-1. Ces CSH, a leur tour,
conduisent a I'expansion de MPP2 biaisé Meg / E et MPP3 biaisé myéloide, entrainant
probablement une production rapide de plaquettes et de la population myéloide. Pendant ce
temps, la production lymphoide est supprimée via une reprogrammation inflammatoire de

MPP4, ce qui entraine une production myéloide supplémentaire (Pietras 2017).

1.2 La Myélopoiése dans le contexte de I'infection bactérien et parasitaire

Le systéme immunitaire inné est la premiere ligne de défense de I'héte contre les agents
pathogénes. Dans le cas de la lutte contre un agent infectieux, de nombreuses cellules sont
produites, ainsi que plusieurs médiateurs biochimiques dont la fonction est de limiter ou d'éliminer
les agents pathogénes et, surtout, prévenir les infections systémiques. La mobilisation des
cellules immunitaires a partir de la MO, en particulier celle des neutrophiles, et leur accumulation
sur le site de l'infection sont cruciales pour contenir le pathogéne (Mitroulis, Kalafatiet al. 2018).
Dans ce contexte de défense, la partie du développement et de la différenciation
hématopoiétique qui méne aux principaux types de cellules qui jouent un réle important dans
l'infection tel quel les granulocytes, les monocytes et les cellules dendritiques est appelé

myélopoiése adaptée (Schultze, Mass et al. 2019).
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Dans des conditions normales, la production myéloide a pour fonction de maintenir
I'noméostasie, c'est a dire, des centaines de millions de neutrophiles et les monocytes sont
générés par myélopoiése afin de remplacer les cellules qui meurent d'apoptose naturelle.
Cependant, la production élevée de globules blancs, y compris la monocytose et la neutrophilie,
couramment observés dans la présence d'une infection et/ou d'une inflammation, les
mécanismes moléculaires qui modulent la myélopoiese dans diverses conditions
physiopathologiques commencent a peine a étre compris (Manz and Boettcher 2014, Boettcher
and Manz 2016).

Tout le début de la production myéloide se situe dans la CSH, de sorte que l'incapacité
des progéniteurs dérivés de la CSH a s'adapter au besoin accru de cellules matures dans la
périphérie peut mettre la vie en danger, comme indiqué par I'effet néfaste de la myélosuppression
induite par la chimiothérapie dans le contexte de l'infection systémique. Plusieurs études
démontrent unrdle important non seulement des progéniteurs myéloides engagés, mais
également les CSH dans un processus que s’appelle myélopoiése d'urgence, qu'est la
génération massive de cellulesmyéloides au détriment des lymphocytes dans le cadre d'une
inflammation ou d'une infection. Acet égard, les produits dérivés de pathogénes activent la
différenciation CSH vers la lignée myéloide, soit directement ou indirectement, en induisant la
production de médiateurs inflammatoires (par exemple, cytokines et facteurs de croissance) par
les cellules hématopoiétiques et les populations non hématopoiétiques. Les médiateurs
inflammatoires a l'origine de la myélopoiése adaptée a la demande ciblent non seulement les
CSH, mais également les populations de cellules de soutien des CSH, dans la niche
hématopoiétique, le microenvironnement ou résident les CSH (Mitroulis, Kalafati et al. 2018,
Schultze, Mass et al. 2019). Lors d'une infection et avec le besoin de cellules d'origine myéloide
pour contrbler l'infection, les CSH sortent de leur état dormant et passent dans un état
prolifératif. Dans ce contexte, plusieurs cytokines, facteurs de croissance et produits dérivés de
pathogénes, par exemple, les ligands du récepteur Toll-like (TLR), y compris le
lipopolysaccharide bactérien (LPS) ou les lipoprotéines, peuvent activer les CSH, modifiant ainsi
leur programme transcriptionnel (Essers, Offner et al. 2009, Trumpp, Essers et al. 2010).
L’activation des progéniteurs hématopoiétiques conduit a une production accrue de progéniteur
de granulocytes/macrophages (GMP), qui se développent ensuite en nombre, forment des
grappes et se différencient davantage en neutrophiles, facilitant la myélopoiése d'urgence
(Mitroulis, Kalafati et al. 2018).
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Comme décrit dans le chapitre précédent, l'infection/inflammation systémique entraine
une forte augmentation des taux de facteurs de croissance qui favorisent la myélopoiése. En cas
de réponse infectieuse et inflammatoire a une bactérie, le G-CSF agit directement sur les CMP
et les GMP, les instruisant vers la granulopoiése, mais dans le cas des CSH, il régule le cycle
cellulaire et entraine leur mobilisation de maniére indirecte, en affectant le micro environnements
de la MO (Selig and Nothdurft 1995, Schuettpelz, Borgerding et al. 2014). L'IL-6 est une cytokine
multifonctionnelle qui joue un réle critique dans le systéeme immunitaire ainsi que la myélopoiése.
C'est un régulateur primaire de l'inflammation aigué et chronique. L'IL-6 est sécrétée par les
cellules T et les macrophages en réponse a une infection, un traumatisme, des brilures et
d'autres lésions tissulaires, entrainant une inflammation. L'IL-6 est responsable de la stimulation
de la synthése des protéines en phase aigué ainsi que de la production de neutrophiles dans la
MO (Chiba, Mizoguchi et al. 2018).

Récemment, une étude a montré que la cytokine pro-inflammatoire Interféron gamma
(INFy), produit par cellules T et cellules NK, est impliquée dans I'orchestration de la myélopoiese
induite par l'inflammation. Utilisant plusieurs modéles de souris et des tests in vitro, la recherche
a montré que I'lFNy induit, de fagon préférentielle, la différenciation des monocytes par rapport
aux neutrophiles au niveau des progéniteurs myéloides. L'infection par le virus de la
chorioméningite lymphocytaire, par exemple, induit une monopoiése chez les souris de type
Wild type, mais entraine une augmentation de la production de neutrophiles chez les souris
INFy -/- (de Bruin, Libregts et al. 2012). De plus, I'INFy induit un état pro-apoptotique
antiprolifératif qui empéche les hétes d'étre infectés. Ces résultats établissent un réle critique
pour I'lFNy dans la direction du développement des monocytes contre les neutrophiles pendant
I'activation immunitaire (Chiba, Mizoguchi et al. 2018). Les PAMPs peuvent activer directement
les CSHpar le biais de récepteurs de reconnaissance de formes, en particulier les TLR car les
CSH expriment plusieurs TLR. L'activation in vitro de la CSH murins avec des ligands TLR4 ou
TLR2 (tels que des molécules avec des fragments diacyle et triacylglycérol, des protéines et
des polysaccharides comme LPS, par exemple), respectivement, favorise la prolifération
cellulaire et la différenciation en lignée myéloide d'une maniére dépendante de la différenciation
myéloide 88 (MyD88) -dépendante (Nagai, Garrett et al. 2006, Mitroulis, Kalafati et al. 2018).

Lors d'une infection bactérienne systémique (Figure 1.2), par exemple, le
renouvellement des cellulesmyéloides est considérablement augmenté en raison de la lutte
contre les agents pathogénes, et tout ce processus peut causer des dommages a I'hote car il

implique la libération d'enzymes lytiques, de cytokines qui peuvent agir pour contréler la
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coagulation et méme des cellules telles que les neutrophiles, les monocytes et les plaquettes.
L'hématopoiése vise a augmenter drastiquement principalement le rendement des neutrophiles
(granulopoiese d'urgence) et/ou de la monocytose (monopoiése d’urgence), qui jouent un réle
important dans la lutte contre I'agent bactérien (Boettcher and Manz 2017).
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Figure 1.2. La myélopoiése d’urgence. Il existe de multiples voies distinctes et trés probablement complémentaires
et celles-ci régissent la maniére dont les signaux dérivés du pathogene sont détectés et traduits en hématopoiése
d'urgence. L'IFNy libéré par les lymphocytes T cytotoxiques CD8 +, L'IL-6 secrétés par les cellules stromales, le GMP,
le G-CSF, les PAMPs, le LPS, le CXCL12 et le ROS, ce sont des cytokines et chimiokines qui jouent un réle important
dans la myélopoiése d'urgence (Boettcher and Manz 2017).

Les infections parasitaires sont également liées a des changements importants dans la
lignée myéloide. Les populations de cellules myéloides matures, telles que les macrophages
dans divers états d'activation, sont capables d'afficher des caractéristiques immunosuppressives
et, par conséquent, jouent un rdle important dans I'équilibre critique entre I'élimination du parasite
et la pathogénicité pour les tissus hotes (Noél, Raes et al. 2004, Van Ginderachter, Beschin et
al.2010). Plusieurs especes de parasites ont développé des stratégies efficaces pour augmenter
lagénération de cellules myéloides. Dans la MO de souris, le parasite protozoaire intracellulaire
Leishmania donovani infecte spécifiquement les cellules stromales de type macrophage, ce qui
entraine une production accrue du facteur de croissance hématopoiétique GM-CSF par ces

cellules et une augmentation subséquente de la formation de CFU-GM. De plus, la myélopoiese
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extramédullaire est augmentée de 20 a 30 fois dans la rate a des moments ultérieurs de
l'infection a L. donovani chez les souris BALB/c sensibles, en raison d'une combinaison
d'expansion sélective des progéniteurs GM-CFU et de leur prolifération active (Cotterell,
Engwerda et al. 2000, Cotterell, Engwerda et al. 2000).

Un autre cas de modulation de la myélopoiése par des parasites est le cas de
Schistosoma mansoni qui augmente le nombre de GM-CFU de la MO pendant la phase
d'infection aigué - en corrélation avec l'augmentation des niveaux de M-CSF (ou CSF-1) et d'IL-
3 - qui reviennent ensuite a des niveaux normaux au cours de la phase chronique (Clark, Chen
et al. 1988, Khalil, Luz et al. 1996). De plus, la présence de niveaux élevés de GM-CFU dans
les granulomes hépatiques (plus élevés que dans les fémurs) pendant la phase chronique
d'infection, localement pris en charge par le GM-CSF et les protéoglycanes associés a la
membrane cellulaire. Par conséquent, pour maintenir une production élevée de cellules
myéloides, la myélopoiése est progressivement transférée de la MO aux granulomesau cours de
l'infection causée par Schistosoma mansoni (Dutra, Rossi et al. 1997). Une autre constatation
importante au cours de linfection a Schistosoma mansoni est que la myélopoiese
extramédullaire dans la rate et le foie augmente progressivement tout au long de l'infection (Dutra,
El-Cheikh et al. 1998). Une expansion tres similaire des cellules spléniques CD11b+ Gr-1+ est
perceptible chez la souris lorsd'une infection par d'autres protozoaires, y compris Trypanosoma
brucei (Guilliams, Movahedi etal. 2009), Trypanosoma cruzi (Gofi, Alcaide et al. 2002) et
Plasmodium chabaudi, ces découvertes fournissent une preuve supplémentaire des
mécanismes développés par certains parasites pour biaiser le systéme hématopoiétique vers

la myélopoiése (Sponaas, Freitas do Rosario et al. 2009).

En général, concernant la myélopoiése due a une infection parasitaire, a la suite d’'une
infection aigué par des parasites, le systtme immunitaire de I'héte est confronté a de grandes
quantités de motifs moléculaires associés a des agents pathogénes, notamment desligands
TLR, conduisant a l'activation des cellules immunitaires innées et a la productionde cytokines
inflammatoires telles que I'lL-6 et I'lL-1. En combinaison avec la production accrue induite par
le parasite de facteurs de croissance myélopoiétiques (tels que GM-CSF, M-CSF, IL-3, etc.), qui
induisent un taux accru de myeélopoiése médullaire et extramédullaire, de puissantesmyeloid-
derived suppressor cells (MDSC) sont induites. Les facteurs de I'hdte et des molécules
spécifiques du parasite peuvent contribuer a I'accumulation de MDSC. Par la suite, les MDSC
sont attirées vers le site d'infection, au moins partiellement sous l'influence des produits
excréteurs/sécréteurs du parasite, tels que les oligosaccharides. Cette séquence initiale

d'événements immunitaires innés devrait étre relativement similaire pour les protozoaires et les
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helminthes (Van Ginderachter, Beschin et al. 2010, Schmid, Zimara et al. 2014).

L'immunité adaptative des cellules T ayant lieu dans la phase d'infection aigué des
protozoaireset, dans une moindre mesure, également des helminthes, est de type Th1. La
cytokine Th1 IFNy peut participer a l'induction de MDSC, mais elle est particulierement
importante pour I'activationdu potentiel suppresseur de MDSC en induisant la protéine iINOS et
une production élevée de NO (MDSC type M1), qui exerce une activité antiproliférative des
cellules T. Les conséquences de la suppression induite par la MDSC au cours d'une infection
aigué sont un équilibre entre leseffets destructeurs et protecteurs de I'héte. Les MDSC peuvent
inhiber I'immunité protectrice Th1,aggravant potentiellement la maladie, mais d'un autre céte,
ces cellules peuvent limiter I'immunopathogénicité associée a l'inflammation et augmenter la
survie. Les helminthes, mais aussi certains protozoaires, déforment progressivement I'immunité
des lymphocytes T vers une réponse Th2 polarisée lors d'une infection chronique, ainsi que
I'apparition de MDSC de type M2.Ces MDSC peuvent stimuler 'adoption d’un profil Th2 sur des
cellules T naives, suggérant que lesMDSCsont non seulement immunosuppressives mais aussi
immunorégulatrices. Leur capacité suppressive dépend de molécules associées a M2 telles que
I'arginase | et le récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes y (PPAR-y), et pourrait
a nouveau inhiber l'immunité protectrice Th2, mais également empécher la pathogénicité
associée a Th2 (Brys, Beschin et al.2005, Van Ginderachter, Beschin et al. 2010).

1.3 La Leishmaniose

Les parasites du genre Leishmania sont des pathogénes intracellulaires obligatoire qui
envahissent les cellules hbtes phagocytaires. Environ 30 espéces différentes de phlébotomes
peuventtransmettre par leurs piqlres ces parasites de maniére anthroponotique (I'infection dans
lesquelles 'humain est I'unique réservoir du parasite) ou zoonotique (dont la transmission franchit
la barriered’espéce entre 'humain et un animal).

La leishmaniose affecte les personnes pauvres vivant autour du bassin méditerranéen,
en Afrique de I'Est, dans les Amériques et en Asie du Sud-Est,de sorte que la maladie est liée a
la pauvreté, aux conditions sociales et est classifiée comme unemaladie négligée. Les régions
touchées sont souvent éloignées et instables, avec des ressourceslimitées. La leishmaniose a
été signalée, aprés le paludisme, comme l'une des maladies parasitaires lesplus dangereuses.
Selon I'OMS, la leishmaniose est I'une des sept maladies tropicalesles plus importantes et elle
représente un grave probléme de santé mondial. Les caractéristiques cliniques comprennent un
large éventail de manifestations tel quel la fievre, 'anémie, I'émaciation, I'hépatosplénomégalie

et de suppression de I'immunité, avec différents degrés de gravité et qui dépendent de I'espece
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de Leishmania impliquée et de la réponse immunitaire de I'hnéte (Ghorbaniand Farhoudi 2018).

Plus de 20 espéces de Leishmania sont responsables du développement des trois

formes principales de la maladie, parmi eux, 8 sont les plus courants (tableau 1.2) :

1) La leishmaniose viscérale (LV), également connue sous le nom de kala-azar. C’est
la forme plus grave et mortelle si elle n'est pas traitée. Elle se caractérise pardes acces

irréguliers de fievre, une perte de poids, une hypertrophie de la rate et du foie et une anémie.

2) La leishmaniose cutanée (LC), la forme la plus courante de leishmaniose, qui
provoque des lésions cutanées, principalement des ulcéres, sur les parties exposées du corps,

laissant des cicatrices a vie et une invalidité grave ou une stigmatisation.

3) La leishmaniose mucocutanée, entrainant une destruction partielle ou totale des
muqueuses du nez, de la boucheet de la gorge qui, comme la leishmaniose cutanée, laisse
également des cicatrices provoquant un handicap ou une stigmatisation sévére (Torres-
Guerrero, Quintanilla-Cedillo et al. 2017, Ghorbaniand Farhoudi 2018).

Tableau 1.2. Les principales espéces de leishmanies responsables de maladies humaines.

Espéces de Forme de maladie n . .
. . Hotes de réservoir Vecteur
leishmania chez 'homme ecteurs
... |Leishmaniose cutanée localisée Phlebotomuslongipes
L. aethiopica . . . Hyrax des roches .
Leishmaniose cutanée diffuse P. pedifer
- . . . L P. papatassi,
L. major Leishmaniose cutanée localisée Rongeurs ;
P. duboscqi
L. mexicana® | Leishmaniose cutanée localisée Rongeurs forestiers Lutzomyiaolmeca
L.amazonensis* | Leishmaniose cutanée localisée Rongeurs forestiers L. flaviscutellata
| braziliensis* | L€ishmaniose cutanée localisée Rongeurs forestiers Psychodopygus
] Leishmaniose mucocutanée Animaux péridomestiques Lutzomyia spp.
. . : , - . L. verrucarurn,
L. peruviana* | Leishmaniose cutanée localisée Chien .
L. pvmenis
L infantum®™ Leishmaniose viscérale Chiens, chats, P. pcrniciosufi,
' Leishmaniose cutanée localisée renards, chacals P. arias
Phiebotomusargentip
N + Leish ) iscéral Anthroponose humaine es
. ishmani viscér ; ;
onovani eis ose viscérale Rongeurs Soudan P. orinntalis,
Canins P. martini

TEspéces du vieux monde, *Espéces du nouveau monde (Claborn 2010, Alemayehu and Alemayehu 2017, Torres-
Guerrero, Quintanilla-Cedillo et al. 2017)

Le diagnostic de la leishmaniose combine des signes cliniques avec des tests
parasitologiques ou sérologiques (tels que des tests de diagnostic rapide). , dansla leishmaniose
cutanée et mucocutanée, les tests sérologiques ont une valeur limitée etl'évaluation clinique

avec des tests parasitologiques confirme le diagnostic. En ce qui concerne le traitement, la
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thérapie dépend de plusieurs facteurs, tels que le type de maladie, les pathologiesconcomitantes,
les espéces de parasites et la situation géographique. De nombreux médicaments aux
propriétés diverses ont leurs propres avantages et limites. Les médicaments de premiére
intention comprennent I'antimoine pentavalent (Sb5 +), qui a longtemps été a la basede la
chimiothérapie anti-leishmania. Cependant, I'augmentation de la résistance au médicamenta
limité ses avantages. Des médicaments de deuxiéme intention, tels que la pentamidine et
I'amphotéricine, sont également utilisés pour traiter cette infection. Cependant, une résistance
etune toxicité émergentes ont arrété l'utilisation de la pentamidine, tandis que I'amphotéricine B
peut induire une toxicité aigué et nécessite une hospitalisation. De plus, I'administration
d’amphotéricine B a des colts élevés. La leishmaniose est une maladietraitable et guérissable,
nécessitant donc d’'un systéme immunocompétent car les médicaments ne permettent pas
d'éliminer le parasite du corps, d'ou le risque de rechute en cas d'immunosuppression. Tous
les patients atteints de leishmaniose nécessitent un traitement rapide et complet (Sundar and
Rai 2002, Ghorbani and Farhoudi 2018).

Les données épidémiologiques montrent que la plupart des cas de LV surviennent au
Brésil, en Afrique de I'Est et en Inde. Il est estimé que 50 000 a 90 000 nouveauxcas de LV
surviennent dans le monde chaque année, avec seulement entre 25 et 45% signalés a I'OMS.
Elle reste I'une des principales maladies parasitaires avec un potentiel d'épidémie et demortalité.
En 2018, plus de 95% des nouveaux cas signalés a 'OMS sont survenus dans 10 pays: Brésil,
Chine, Ethiopie, Inde, Iraq, Kenya, Népal, Somalie, Soudan du Sud et Soudan. Pour la LC, la
forme d'infection la plus courante, environ 95% des cas surviennent dans les Amériques, dansle
bassin méditerranéen, au Moyen-Orient et en Asie centrale. En 2018, plus de 85% des
nouveaux cas de LC sont survenus dans 10 pays : Afghanistan, Algérie, Bolivie, Brésil, Colombie,
Iran (République islamique d'), Irak, Pakistan, République arabe syrienne et Tunisie. Il est estimé
qu'entre 600 000 et 1 million de nouveaux cas surviennent chaque année dans le monde.
Concertant la leishmaniose mucocutanée, plus de 90% des cas surviennent en Bolivie, au Brésil,
en Ethiopie et au Pérou (OMS, 2020).
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1.31 La Leishmaniose cutanée (LC)

La LC est forme la plus courante de leishmaniose, un type dans une catégorie plus large
de leishmaniose tégumentaire. De fagon général, au cours d'une LC non compliquée, les
parasites restent localisés dans les tissus cutanés et conduisent a des ulcéres cutanés
chroniques a guérison lente. Les Iésions de LC sont indolores et peuvent disparaitre sans
traitement. Cependant, dans le cas d’'une guérison lente que peut prendre plusieurs mois, la
maladie peux laisser des cicatrices défigurantes (Pearson and Sousa 1996). Il existe une variété
considérable des manifestations de la maladie au-dela de la simple identité de I'espéce. Méme
au sein d'une espeéce, il a été difficile de discerner les déterminants qui conduisent a différentes
manifestations de la maladie. Ce que l'on sait, c'est que les déterminants génétiques
parasitaires ainsi que les séquences génomiques des différentes souches au sein des espéces
responsables des différentes formes de la maladie différent en termes d'infection, de réponse
immunitaire et de traitement. Ces variations génomiques entre les espéces de Leishmania (L.
mexicana U1103; L. infantum JPCM5; L. braziliensis M2904; L. major LV39; L. mexicana M379;
L. donovani BPK206/0; L. donovani LV9 sont dues a des différences dans le nombre de copies
des génes et des événements de duplication chromosomique au moment de la reproduction

parasitaire (Rogers, Hilley et al. 2011).

Plusieurs facteurs sont liés au développement de la maladie. La réponse immunitaire de
I'nGte joue un réle clé dans la présentation clinique de la leishmaniose. Les sujets présentant
des réponses immunitaires contre I'antigénes de Leishmania, lorsqu'ils sont infectés par L.
amazonensis, développent le plus souvent une LC. En revanche, les patients présentant une
altération de la réponse des lymphocytes T développent souvent un syndrome anergique appelé
leishmaniose cutanée diffuse, caractérisé par de multiples lésions nodulaires pleines de
parasites. Ce que l'on sait en fait, c'est que la réponse immunitaire de I'h6te déterminée
génétiguement ou le microbiome du vecteur et de I'hdte et les composants du vecteur
contribuent tous au développement de la Iésion et la guérison de la maladie. En ce moment, ce
n'est pas bien définice qui motive ces différences dans les résultats cliniques (Castellucci,

Jamieson et al. 2012, Scorza, Carvalho et al. 2017).

Les parasites responsables de la LC établissent une infection intracellulaire des
macrophages,la principale cellule héte, qui héberge la plupart des parasites pendant le processus
infectieux. Cependant, des autres cellules tel quel les neutrophiles, les monocytes et les cellules
dendritiques peuvent également étre infectées par Leishmania. Ces événements locaux

conduisent finalement ala présentation des antigénes de Leishmania aux lymphocytes T pour
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initier une réponse immunitaire. Les Iésions sont causées par une forte réponse immunitaire au
site de l'infection (Figure 1.3). Defacon générale, les lésions solitaires sont typiques, mais
plusieurs lésions peuvent se produire pendant le processus infectieux. Tout commence par une
petite papule rouge, qui s'élargit progressivement jusqu'a 2 cm de diameétre avec une ulcération
centrale est typique que peuventétre humides et exsudent du pus ou secs avec une crolte. La
maladie est considérée comme trés importante par 'OMS et nécessite beaucoup de soins. Dans
certains cas une maladiechronique peut survenir et il existe un risque de dissémination chez les
patients immunodéprimés (Scorza, Carvalho et al. 2017, Torres-Guerrero, Quintanilla-Cedillo et
al. 2017, OMS, 2020).

Figure 1.3. Lésion de leishmaniose cutanée (LC). a) Ulcére précoce sur l'avant-bras avec crolte mélicérique.
b) Ulcere du membre supérieur avec croltes et bordures surélevées (Torres-Guerrero, Quintanilla-Cedillo et al.
2017).
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1.3.2 Le cycle parasitaire

Le cycle de vie de la Leishmania dans le vecteur phlébotome ou chez I'hétehumain, est
illustré a la Figure 1.4. L'établissement de l'infection primaire et le développement de la maladie
clinique dépendent des facteurs du parasite, de I'néte et du vecteur dose ou voie d'inoculation,
ainsi que le maintien des macrophages dans un état inerte et désactivé. Lorsqu'ils piquent leurs
hétes, les phlébotomes infectés régurgitent les leishmanies promastigotes dans la peau, les
parasites envahissent ou sont phagocytés par des cellules phagocytaires locales ou recrutées,
principalement des macrophages mais les monocytes, les cellules dendritiques et les
neutrophiles peuvent également étre infectés. Dans les phagolysosomes des macrophages
résidents, les promastigotes deviennent des amastigotes. Dans ce moment, les amastigotes se
répliquent par mitose et peuvent ensuite infecter les cellules,soit localement, soit dans des tissus
distants. Lorsqu'ils se nourrissent de sang sur un hoéte infecté, les phlébotomes naifs sont
infectés par des amastigotes, qui se transforment en promastigotes dans lintestin du
phlébotome. Les parasites donc migrent ensuite vers la trompe du phlébotome complétant ainsi

le cycle de vie de la leishmanie (Torres-Guerrero, Quintanilla- Cedillo et al. 2017).

La pathogenése suit un ensemble complexe d'interactions entre de nombreux facteurs
déclenchés par les réponses immunitaires innées et acquises de I'hdte (par exemple,
macrophages, neutrophiles, cellules NK, cellules dendritiques). Ces réponses inflammatoires
peuvent entrainer une infection asymptomatique ou sous-clinique, une LC transitoire ou une
leishmaniose chronique. La guérison clinique s'ensuit lorsque les macrophages deviennent
activés a un état leishmanicide (Cotterell, Engwerda et al. 2000, Dayakar, Chandrasekaran et
al.2019).
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A PHASE HUMAIN

Figure 1.4. Cycle d'infection par Leishmania spp. La figure montre les étapes du processus d'infection parasitaire
chez I'hnumain et dans le vecteur : 1- le phlébotome prend un repas de sang et régurgite les promastigotes dans la
peau ; 2- les promastigotes sont phagocytés par les macrophages ; 3- les promastigotes se transforment en
amastigotes a l'intérieur des macrophages ; 4- les amastigotes se multiplient dans les cellules (y compris les
macrophages) de divers tissus ; 5- le phlébotome prend un repas de sang ; 6- ingestion de cellule parasitée ; 7- les
amastigotes se transforment en stade promastigote dans l'intestin ; 8- division dans l'intestin et migration vers la
proboscide.
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1.3.3 La réponse immunitaire cutanée

Il est important de comprendre les réponses immunitaires contre la leishmaniose afin
de promouvoir des thérapies pour guérir la maladie. De nombreuses études ont été menées pour
identifier des mécanismes de résistance de la leishmaniose, mais ceux derniéres n’ont pas été
encore complétement élucidés. La réponse immunitaire contre la leishmaniose cutanée résulte
d’'un changement de I'immunité cellulaire adaptative par de T Helper 1 (Th1) vers T Helper 2
(Th2), avec des augmentations dans la production de certaines cytokines importantes pour
I'activation cellulaire, telles que l'interleukine-4 ( IL -4) et d'IL-6 et par TNFa, IFNy, IL-10, IL-12
(ainsi que d'autres cytokines produites dans la réponse immunitaire), en plus de la production
de NO, ont un réle clé dans la destruction et la prévention de la prolifération du parasite dans la

cellule (Torres-Guerrero, Quintanilla-Cedillo et al. 2017).

La réponse immunitaire peut varier en fonction de chaque forme clinique. L'immunité
humorale n'est pas déclenchée dans la LC. Ce qui est observé est une production d'lIL-4 dans les
premiéres semaines aprés le début de la maladie. Une résolution plus rapide des lésions est
médiée par la production d'IFNy par les lymphocytes T CD8. Dans le cas de L. major, les cellules
NK jouent un réle dans l'initiation de la différenciation des lymphocytes T CD4 et dans lecontrole
de la réponse initiale et la réponse immunitaire de « résistance » est principalement médiée par
une réponse Th1, avec activation des macrophages, dans lequel la production d'IFNy prédomine
et empéche la recrudescence et le développement de formes cliniques chroniques (Scorza,
Carvalho et al. 2017). Un autre point important @ mentionner est que I'lFNy attire également des
monocytes qui pourraient éventuellement servir de niche réplicatif pour le parasite (Bogdan
2020).

En bref, le contréle de la réplication de Leishmania est associé au développement de
lymphocytes T spécifiques produisant le TNFa et I'lFNy. D'autre part, la progression de la
maladie a été associée a une réponse de type Th2 et a une plus grande production d'IL-4, d'IL-
5, de transforming growth factor B (TGF) et d'IL-10. La LC active chez I'humain a été associée
a une réponse immunitaire vigoureuse, qui peut aller d'une réponse immunitaire majoritairement
de type 1 a une réponse mixte de type 1 et de type 2 (Scorza, Carvalho et al. 2017, Torres-
Guerrero, Quintanilla-Cedillo et al. 2017).

Les génes codant pour les médiateurs innés de la peau avec la Iésion comprennent I'lL-
1B, I'IL-8, la protéine chimio attractive monocytaire 1 (MCP1) et IINOS. Les chimio attractants
des lymphocytes T, la chimiokine (motif C-X- C) ligand 9 (CXCL9) et CXCL10, sont les deux

genes les plus régulés a la hausse dans les lésions LC par rapport a la peau saine dans une
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étude (Novais, Carvalho et al. 2015, Scott and Novais 2016). Les neutrophiles jouent un role
important dans l'infection car, en plus d'agir comme cellules hétes du parasite (Ribeiro-Gomes
and Sacks 2012), ils favorisent également une augmentation du recrutement des CD dépendant
du ligand 3 CC-chimiokine (CCL3), et I'expression de marqueurs apoptotiques sur les
neutrophiles, favorisant leur phagocytose des parasites, préférentielle par les CDs. La
diminution conséquente de l'activation des DC réduit la réponse de type Th1 ’et inhibe la
présentation croisée pour I'activationdes lymphocytes T CD8 + (Scott and Novais 2016). L’activité
de l'arginase, une enzyme expriméea la fois par les macrophages alternatifs et par les
neutrophiles, est également significativement régulée a la hausse dans les lésions LC.Dans le
cas de L. brasiliensis, aprés avoir rencontré des parasites, les macrophages dérives de
monocytes (MDM) augmentent I'expression de CXCL8, CCL2 et CXCL9 in vitro, des
chimiokines qui recrutent des neutrophiles, des monocytes et des cellules T activées,
respectivement. Tout ce processus de formation de cytokines peut exacerber etcontribuer a la
formation de Iésions causée par une forte réponse avec une production accrue dechimiokines et
une production élevée d’anion superoxyde dans le but d’éliminer le parasite (Giudice, Vendrame
et al. 2012).

Laréponse immunitaire classique dans la LC commence par les neutrophiles, ou tot aprés
l'infection par les parasites, libérent les neutrophil extracellular traps (NETs) et tuent les
promastigotes (NETosis). Les neutrophiles vivants ou nécrotiques peuvent également activer les
macrophages infectés et induire le contréle des parasites de maniere dépendante des ROS.
Aprés leur apoptose dans la peau, les neutrophiles suppriment I'activation des CD et des
macrophages, ce qui entraine une croissance parasitaire et une activation inefficace des cellules
Th1 et des cellules T CD8 +. Les monocytes sont également recrutés a partir du sang vers les
lésions de Leishmania d’'une maniére dépendante du récepteur CC-chimiokine 2 (CCR2).
Contrairement aux neutrophiles, les monocytes sont efficaces pour tuer les parasites
Leishmania en produisant des ROS. Les monocytes se différencient également en CD, migrent
vers les ganglions lymphatiques etfavorisent la différenciation des cellules Th1 en produisant
de linterleukine-12 (IL-12). Les Lymphocytes T CD4 Th1 migrent ensuite vers la peau et

éliminent les parasites en induisant la production deNO (Scott and Novais 2016).

En raison de ce type de réponse immunitaire, on peut dire que le comportement de la
leishmaniose est similaire a celui de la Iepre de telle sorte que LC représente le pdle hyperergique
dans lequel les patients ont une réponse cellulaire intense, et a I'autre extrémité du spectre est

LC diffuse avec une évolution progressive et généralement une issue fatale. Ces deux extrémes
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du spectre donnent respectivement une réponse positive et négative au test cutané de la
leishmania (réaction intradermique du Monténégro) (Torres-Guerrero, Quintanilla-Cedillo et al.
2017).

Dans les modéles murins, comme dans la maladie humaine, les manifestations cliniques
chez la souris varient aprés l'infection par différentes espéces de Leishmania. Différentes
souches de souris présentent des variations génétiquement programmées de la gravité de
l'infection. En particulier, le modéle murin de l'infection a L. major a été largement utilisé pour
étudier la LC. Les souris BALB / ¢ sont treés sensibles a l'infection a L. major, développant une
réponse des lymphocytes T CD4 + de type Th2, de grandes |ésions ulcéreuses locales et
éventuellement une dissémination viscérale des parasites. En revanche, les souris C57BL/6,
CBA et C3H sont relativement résistantes a L. major, la souche la plus rependue, développant
une réponse immunitaire cellulaire de type Th1 et de petites Iésions qui finissent par se guérir

sans dissémination (Scott, Natovitz et al. 1988, Scorza, Carvalho et al. 2017).

Les cellules de type Th1 spécifiques de I'antigéne expriment I'lFNy au contact des cellules
présentant I'antigéne, qui a leur tour active les défenses microbicides des macrophages infectés
pour tuer les parasites intracellulaires. Semblable a I'humain, la pathologie au cours de la LC
murine est causée par des dommages a médiation immunitaire. Les souris C57BL/6 déficientes
en cellules T CD4 + présentent une pathologie cutanée minimale malgré une charge parasitaire
élevée dans l'oreille. De plus, pendant les infections murines a L. major et L. infantum, il y a une
période prolongée de réplication silencieuse du parasite pendant les premiéres semaines de
l'infection, au cours de laquelle aucune pathologie n'est observée. Aprés environ quatre
semaines, l'infiltration des cellules immunitaires coincide avec le début des changements
pathologiques (Belkaid, Mendez et al. 2000, Scott and Novais 2016, Scorza, Carvalho et al.
2017).

1.34 Leishmania major : souche transitoire vs souche persistent

Comme décrit dans la section précédent, l'infection a L. major provoque d'importantes
Iésions ulcéreuses. Les lésions formées par l'infection montrent charges parasitaires modérées
dans les biopsies du bord de l'ulcére et les Iésions ont tendance a s'auto-guérir en 2 a 6 mois
(Sacks and Noben-Trauth 2002). L’infection récidivante est une forme rare et chronique de
leishmaniose tégumentaire qui peut survenir aprésune primo-infection a L. major. La maladie se
manifeste a des périodes variables aprées la résolution d'une infection primaire a LC, parfois

plusieurs années plus tard. Pour des raisons peuclaires, les Iésions naissantes se réactivent
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généralement autour de la frontiére ou a proximité des cicatrices de lésions de Leishmania
précédemment cicatrisées. Les Iésions sont généralement indolores et contiennent des infiltrats
inflammatoires granulomateux mais ne s'ulcérent pas. Les amastigotes sont rarement observés
au sein des lésions par microscopie et les espéces parasitaires infectieuses ne peuvent étre
confirmées que par PCR. A l'instar d'autresmanifestations récurrentes ou disséminées, cette

forme de leishmaniose peut étre difficile a traiter(Scorza, Carvalho et al. 2017).

De nombreuses études ont été menées pour comprendre l'infection par L. major et surtout
ses mécanismes de résistance. En laboratoire, la plupart des génotypes de souris contrdlent
également I'infection a L. major, qui est généralement initiée par I'inoculation a I'aiguille d'un grand
nombre de parasites dans des sites sous-cutanés, tels que le coussinet plantaire I'oreille ou la
base de la queue. Cependant, certaines souches - telles que les souris BALB/c - ne parviennent
pas a contréler l'infection et développent des Iésions non cicatrisantes et disséminées, associées
a une réponse Th2 prédominante et une maladie systémique. Les chercheurs croient qui que ces
souris sont un modéle de formes persistantes de la maladie humaine - comme le kala-azar ou
laleishmaniose cutanée diffuse - qui sont associées a une infection par d'autres espéces de
Leishmania (Sacks and Noben-Trauth 2002).

Pour une meilleure compréhension des mécanismes de chronicité des infections a L.
major chez I'humain, des études récentes ont utilisé deux souches : L. major Seidman (LmSd)
associée aux formes chroniques de leishmaniose (souche persistent) et L. major Friedlin (LmFd)
associée aux formes autocicatrisantes (souche transitoire). En utilisant une infection a faible dose
avec une souche de LmSd isolée d'un patient présentant des Iésions cutanées chroniques, les
souris B/6, malgré une forte réponse Th1, ne parviennent pas non plus a guérir leurs lésions
cutanées ou a contréler efficacement la charge parasitaire tissulaire (Charmoy, Hurrell et al.
2016).

Bien que la production élevée d'IL-10 par les cellules T favorise l'infection dans ce
modele, cela ne semble pas étre une condition suffisante pour I'évolution du phénotype non
cicatrisant puisque les souris déficientes en IL-10 ou les souris traitées avec I'anticorps anti-IL-
10R ont encore des parasites persistants qui, en I'absence de régulation de I'lL-10, produisent
une pathologie encore plus sévére du site cutané. Cette étude a identifié que I'lL-138 dépendant
de l'inflammasome NIrp3 et le recrutement persistant des neutrophiles vers le site inflammatoire,

seraient les composants essentiels de la non-guérison (Charmoy, Hurrell et al. 2016).

Concernant la migration cellulaire vers le site d'infection, les travaux ont montré une forte

augmentation de la population myéloide (CD11b+). Cette population a été classée sur la base de
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leur expression de Ly6C et Ly6G, comme suit : Ly6C™ Ly6G + (neutrophiles) ; Ly6C-Ly6G-
(macrophages cutanés et CD principalement résidents) ; Ly6C"Ly6G- et Ly6C"Ly6G-
(proportions variables de monocytes inflammatoires et de macrophages et CD dérivés de
monocytes). A partir de 4 semaines aprés l'inoculation de LmSD, une expansion des cellules
CD11b+ a lieu, qui n’est pas observée dans les oreilles de souris infectées par LmFn. Les
neutrophiles représentaient principalement la différence dans l'infiltrat de cellules CD11b + a 4
semaines et continuent a étre recrutés tout au long de la phase chronique dans les oreilles
infectées par LmSd, alors qu'ils restaient une population mineure de cellules inflammatoires dans
le site LmFn. Les populations de Ly6C", Ly6C™ et Ly6C-CD11b + ont également augmentées
de maniére significative dans les oreilles infectées par LmSdjusqu'a la semaine 7(Charmoy,
Hurrell et al. 2016).

Les populations des cellules T CD4 + et T CD8 + dans le site de l'infection ont également
été évaluées et ils ont identifié que le nombre de lymphocytes T CD4 + présents dans le site a
commencé a augmenter 4 semaines aprés l'infection par les deux souches. Cependant, un
nombre significativement plus élevé de lymphocytes T CD4 + a été observé a tous les moments
ultérieurs dans les oreilles infectées par LmSd et est resté élevé (environ 15 000 cellules / oreille)
tout au long de la phase chronique. Les CD8 + T ont commencé a augmenter a partir de la
semaine 5 aprés l'infection et ont de nouveau été trouvés en plus grand nombre a tous les
moments ultérieurs dans les oreilles infectées par LmSd, stabilisés a env. 5000 cellules / oreille
pendant la phase chronique (Charmoy, Hurrell et al. 2016). Ces résultats révélent que, entre
autres facteurs, le mécanisme de résistance de L. major est lié a une production élevée de
cellules de la lignée myéloide qui migrent vers le site de l'infection, de sorte que la
compréhension de tout ce processus depuis le début de la productioncellulaire est d'une
importance capitale pour la caractérisation de la réponse immunitaire cellulaire, pour
comprendre les mécanismes de résistance ainsi que révéler de nouvelles cibles potentielles
pour les thérapies immunitaires pour favoriser la guérison de la leishmaniose cutanéechez

'"homme.

1.35 La Leishmaniose et ’hématopoiése

Les altérations de I'hnématopoiése sont courantes dans les maladies infectieuses par des
pathogénes viraux, bactériens et protozoaires. L’hématopoiése est supprimée, par exemple, lors
d'une infection expérimentale par le cytomégalovirus murin, le virus de la leucémie murine et

Salmonella typhimurium (Busch, Mutter et al. 1991, Peterson, Madonna et al. 1992, Hamburger
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and Chen 1993). En outre, une augmentation de I'hnématopoiése a également été notée dans le
paludisme expérimental et la schistosomiase (Asami, Owhashi et al. 1992, Dutra, Rossi et al.
1997). Dans le cas de la leishmaniose, plusieurs études montrent une activation de
I'hnématopoiese, en particulier dans le cas de LV, causée par Leishmania donovani (Abidin,
Hammami et al. 2017, Hammami, Abidin et al. 2017, Pinto, Brown et al. 2017).La LV, considérée
comme une infection chronique, peut conduire a une insuffisance médullaire acquise, ou les
HSPC et le stromade la MO ne sont plus en mesure de soutenir I'hnoméostasie sanguine. Les
mécanismes liés a cette insuffisance médullaire sont mal connus, mais la pathologie suggére
clairement que l'infection parasitaire modifie profondément I'hématopoiese normale : la LV est
géneéralement associée a hépatosplénomégalie, I'hématopoiése extramédullaire, pancytopénie
et immunosuppression (Cotterell, Engwerda et al. 2000, Kaye and Scott2011, Matnani and
Ganapathi 2016).

Dans le stroma de la MO, les CSH et les cellules progénitrices sont associéesa un réseau
de cellules hématopoiétiques et non hématopoiétiques. Ces éléments stromaux peuvent réguler
l'organisation spatiale discréte des cellules progénitrices in vivo, de sorte que larégulation de
l'activité progénitrice dépend également des cytokines et des composants de la matrice
extracellulaire sécrétés par le stroma et les modifications de I'activité stromale se produit dans
la leishmaniose. Nombreuses cytokines avec une activité hématopoiétique reconnue produit
dans une réponse immunitaire a une infection par LV par exemple, comme le GM-CSF, le G-
CSF, le facteur de stimulation des colonies de macrophages(M-CSF), I'lL -3, IL-1, IL-7, ligand
FIt-3, facteur de cellules souches (SCF), le (TNF-a), le (TGF-B) et protéine inflammatoire des
macrophages-1a (MIP-1a), sont responsables de cesmodifications et de la production de lignées
cellulaires spécifiques qui vont combattre I'infection qui peuvent étre a la fois aux stades aigu

et chronique (Cotterell, Engwerda et al. 2000, Cotterell, Engwerda et al. 2000).
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Les CSH sont activées en réponse au stress causé par l'infection par L. donovani qui
adaptent la production des cellules impliquées dans la lutte contre le parasite dans la MO. L.
donovani induit une expansion des CSH et stimule leur différenciation vers des progéniteurs
myeloides non classiques avec un phénotype régulateur, ainsi, I'hématopoiése contribue a la
pathogenése de la LV de sorte qu'une diminution de I'expansion des CHS entraine une
diminution de la charge parasitaire. Par ailleurs, les monocytes dérivés en présencede facteurs
solubles de I'environnement de MO infectée sont plus permissifs a l'infection par Leishmania
(Abidin, Hammami et al. 2017). Les macrophages sont les cellules cibles de la leishmania mais
d'autres cellules telles queles monocytes, les CD et les neutrophiles participent a la réponse
immunitaire de sorte que la myélopoiese est fortement activée dans l'infection. L’étude de
Cotterell et all, qui a analysé les altérations de I'activité hématopoiétique observées chez les
souris BALB/c infectées par L. donovani a révélé que les monocytes dérivés de la MO sont
essentiels pour une clairance efficace des parasites et sont susceptibles d'étre activés a un état
leishmanicide par I'environnement a prédominance de cytokines Th1 (IFNy, IL-12 (p70), TNF-a
par exemple). Les parasites sont initialement contenus dans larate et la MO, avec une réplication
limitéeau cours des 28 premiers jours de l'infection. Cependant, aprés cette période, les
parasites se multiplient et maintiennent par la suite une infection persistante (Cotterell, Engwerda
et al. 2000).

L'analyse de l'activité des cellules progénitrices hématopoiétiques dans la rate et la MO
a ce moment critique de l'infection indique une augmentation marquée du nombrede cellules
progénitrices et de l'activité proliférative. Dans la rate, cet etat favorise la myélopoiése, en ce
que le nombre d'unités formant une colonie - granulocytes, monocytes (CFU-GM) a augmenté
de 20 a 30 fois, comparé a des augmentations de 5 a 10 fois du nombre de rafales formant
unité-érythrocyte (BFU-E) et une unité formant une colonie-granulocyte, érythrocyte, monocyte,
mégacaryocyte (CFU-GEMM). Le début de I'activité hématopoiétique et I'expansion du parasite
dans la rate et la MO suggérent que les 2 événements peuvent étre liés. La méme étude a
montré que les macrophages stromaux sont une cible pour l'infection a L. donovani in vivo et in
vitro, et qu'en conséquence de l'induction sélective de la production de GM-CSF et de TNF-q,
les macrophages stromaux infectés soutiennent préférentiellement des niveaux accrus de

myélopoiése (Cotterell, Engwerda et al. 2000, Cotterell,Engwerda et al. 2000).

Des modifications de I'érythropoiése ont également été observées dans des études
récentes surlaLV. Une étude réalisée avec des souris C57BL/6 pour explorerla base de I'anémie

a la suite d’une infection par L. donovani, a montré que quelques jours aprés l'infection, les
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souris présentent une dysérythropoiése médullaire, avec uneréduction des érythroblastes
TER119 + CD71 - / +. La réduction de l'érythropoiése médullaire coincide avec la perte des
macrophages stromaux de la MO et avec une réduction des cellules stromales exprimant
CXCL12 médiée par la réponse a l'infection par des cellules TCD4 +(Preham, Pinho et al. 2018).
Une autre étude utilisant un modéle d'infection par L. infantum in vitro a reporté que parasite
modifie le profil phénotypique de la descendance hématopoiétique;en modifient I'expression des
marqueurs de surface des cellules différenciées de sorte que les cellules de MO encore
indifférenciées sont capables de phagocyter la L. infantum etde répondre a l'infection par la
production de cytokines en induisant un profil différencié d'hématopoiése, favorisant la
prolifération des cellules de la lignée érythroide et modifiant les profils phénotypiques de leur
descendance(Carvalho-Gontijo, Moreira et al. 2018). Un autre pointimportant a propos de
I'érythropoiése est que le parasite utilise du métabolisme du fer afin de surmonter les défenses
lies au fer de I'hdéte, conduisant a une anémie (Niu, Li et al. 2016, Laranjeira-Silva, Hamza et
al. 2020).

Les cellules T peuvent également étre trouvées dans la MO. Des études récentes ont
indiqué des altérations des lymphocytes T de la MO chez des patients souffrant de syndromes
d'échec et dans des modeéles expérimentaux d'anémie aplasique (Dufour, Corcione et al. 2003,
Lin, Karwan et al. 2014). L’infection a L. donovani chez la souris, entraine les LT-HSC en
prolifération active au détriment des cellules en quiescence, conduisant a un épuisement
fonctionnel. L'augmentation des cellules T CD4 + productrices d'IFNyavec une fonction effectrice
résidente dans la MO des souris infectées, serait responsable de I'épuisement de CSH de sorte
que des modifications du nombre de T CD4 + et une augmentationdes cytokines inflammatoires
en réponse a une infection par L. donovani, peuvent provoquer unealtération de longue durée de

la fonction hématopoiétique pendant l'infection (Pinto, Brown et al.2017).

En ce qui concerne la LC, les effets sur la MO et dans I'hématopoiésesont peu connus.
Une étude publiée en 1986 qui utilisait des souris BALB/c qui sont trés sensiblesa l'infection a L.
major par rapport aux souris C57BL / 6 (résistantes) a révélé que, que l'infectionpar L. major est
associée a une forte augmentation de la myélopoiése avec augmentation accruedu nombre de
cellules précurseurs de la lignée myéloide chez la souris BALB/c hautement sensible en
unité formant colonie en culture (CFU-C) dans la rate et la MO (Mirkovich,Galelli et al. 1986). Une
autre étude qui a analysé la production d'IL-3 et la myélopoiése dans larate chez les souris
BALB/c, a montré une corrélation directe entre la sensibilité a I'infection a L. major et la capacité

des lymphocytes T spléniques de souris infectées a produire un niveau continu élevé d'IL-3 de
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sorte que la myélopoiése accrue pendant les derniers stades de l'infection viscéralisante avec
L. major chez les souris BALB/c a été suggérée pour fournir des «cibles sOres» pour la
réplication du parasite et étre principalement une conséquence del'augmentation de la

production d'IL-3 par les cellules Th2 (Lelchuk, Graveley et al. 1988).

On sait peu de choses sur les effets de l'infection causée par la LC sur les CSH et sur la
réponse hématopoiétique a l'infection en général. Dans le cas d'une infection chronique,
I'ensemble du processus de réponse immunitaire peut agir directement sur les CSH et, par
conséquent, sur la production de cellules sanguines, de sorte que la compréhension des effets
d'une infection chronique par la leishmaniose cutanée devient une cible importante pour
comprendre la réponse immunitaire a la maladie, le parasite, I'activation du CSH par les cytokines
inflammatoires chroniques et les effets que cette stimulation peut avoir sur I'hématopoiése.
Comprendre I'ensemble de ce processus complexe ouvre des perspectives méme pour de

nouvelles thérapies pharmacologiques ou immunologiques.
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2 PROBLEMATIQUE ET OBJECTIVES

La leishmaniose, causée par différentes espéces de Leishmania, est I'une des six
maladies déclarées prioritaires par 'OMS. De maniére générale, plusieurs études ont été
menées pour mieux comprendre la réponse immunitaire au parasite afin de favoriser le
développement de nouveaux médicaments qui agissent pourcontrdler et éradiquer la maladie
dans le monde (OMS, 2020).

De nombreuses études ont été menées pour comprendre la réponse immunitaire ala LV,
qui est la forme la plus sévere de la maladie, de sorte que la compréhension des effets sur les
CSH et la réponse immunitaire nous fournissent des données importantes sur la relation héte-
pathogéne et sur les possibilités ouvertes de thérapies qui peuvent aider a réduire les cas de
déces, étant donné que la LV est généralement fatale si elle n'est pas traitée. En revanche,
dans le cas de la LC, les effets sur la CSH sont peu connus car la plupart des études prennent
en compte la réponse immunitaire in situ. Non des moindres, la LC provoque des blessures qui
peuvent devenir chroniques, bien que non mortelle, la maladie peut entrainer un handicap et

laisser des cicatrices permanentes qui conduisent a la stigmatisation et aux préjugés sociaux.

La présente étude est exploratoire, et vise a comprendre les mécanismes immunitaires
de la réponse contre une infection par Leishmania major dansun modele murin, en vérifiant la
cinétique des CSH et la production des cellules myéloides que générées dans la MO, ainsi que
la production de cellules myéloides qui sont liées a la persistance de la maladie dans des
modeles murins, ainsi que élucider le mécanisme d'action des cytokines et chimiokines
inflammatoires qui font partie de ce processus. Dans un modéle d'infection a Leishmania
donovani (LV), I'activation des CSH favorise l'infection par I'augmentation dela production de
monocytes inflammatoires, cibles privilégiées du parasite (Abidin, Hammami et al. 2017). Nous
avons donc émis I'hypothése que L. major, pourrai également activerles CSH, précurseurs et
cellules myéloides pour favoriser la réplication du parasite. Notre objectifgénéral est de mieux
comprendre les effets des infections chroniques sur les CSH, ainsi que la myélopoiese

d’urgence, en utilisant trois objectifs spécifiques :

1) Evaluer l'activation des CSH lors d'une infection par L. major chez la souris;
2) Identifier les cellules immunitaires impliquées dans le processus d'activation;

3) Obtenir des données et des indices qui montrent que la présence du parasite dans laMO
est nécessaire pour une myélopoiése adaptative.
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Pour répondre a nos objectifs, nous avons utilisé le modéle d'infection intradermique des
oreilles de souris C57BI/6 avec deux souches différentes de L. major : L. major Friedlin et L. major
Seidman. La premiére est associée a une cicatrisation spontanée chez les souris C57BI/6, tandis

qgue la deuxiéme provoque des lésions persistantes.

Pour l'identification du profil cellulaire impliqué dans la réponse immunitaire, nous avons
utilisé la cytométrie en flux pour quantifier les populations cellulaires et nous avons analysé la
MO, la rate et la peau de l'oreille infectée a différents moments apreés l'infection (1, 7, 14 et 56
jours). La formation de colonies myéloides a partir de précurseurs de la MO a été suivie pour
évaluer l'activité myélopoiétique, tandis que la charge parasitaire dans les oreilles et dans la MO
a été déterminéea I'aide du test de dilution limite. Des surnageant de cellules de la MO ont été
prélevés sur des souris naives et infectées par L. major et analysés par dosage multiplex pour
quantifier les cytokines et les chimiokines. Des souris males et femelles, en équilibre par sexe,

ont été utilisées pour les analyses.
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3.1 Résumé

Les cellules souches/progénitrices hématopoiétiques (HSPC) sont responsables de la
génération de la plupart des cellules immunitaires tout au long de la vie de l'organisme.
L'inflammation peut activer les HSPC de la moelle osseuse, entrainant une myélopoiése accrue
pour remplacer les cellules, telles que les neutrophiles, qui sont attirées par les tissus enflammés.
Nous avons précédemment montré que l'activation de HSPC favorise la persistance et
I'expansion du parasite dans la leishmaniose viscérale expérimentale grace a la production
accrue de monocytes permissifs. Cependant, il n'est pas clair si la présence du parasite dans la
moelle osseuse était nécessaire pour une myélopoiese adaptée a l'infection. Nous avons donc
émis I'hypothése que les formes persistantes de Leishmania major (leishmaniose cutanée)
pourraient également activer les HSPC et les précurseurs myéloides dans le modéle murin
C57BI/6 d'infection intradermique de I'oreille. L'afflux accru de cellules myéloides vers le site de
la lésion correspondait a une augmentation des HSPC a polarisation myéloide dans la moelle
osseuse et la rate chez les souris infectées par une souche persistante de L. major, ainsi qu'a
une augmentation des monocytes et des cellules myéloides dérivées de monocytes de la rate
chez les souris infectées par une souche persistante de L. major. L'analyse de I'environnement
des cytokines et des chimiokines de la moelle osseuse a revélé une réponse atténuée a
l'interféron de type | et de type Il chez les souris infectées par la souche persistante par rapport
a la souche avec guérison spontanée, tandis que les deux souches induisaient une régulation
positive rapide des cytokines myélopoiétiques, telles que I'lL- 1B et GM-CSF. Ces résultats
démontrent que la présence de I'agent pathogéne dans la moelle osseuse n'est pas nécessaire
a l'induction d'une myélopoiése adaptée a l'infection et soulignent I'importance de prendre en
compte les altérations de la production de la moelle osseuse lors de l'analyse in vivo des

interactions hoéte-pathogéne.

Mots clés: Cellule souche/progénitrice hématopoiétique, Leishmania major,
leishmaniosecutanée, myélopoiése, inflammation

37



3.2 Introduction

Hematopoietic stem cells (HSC) are the architects of definitive hematopoiesis, that is, the
production of blood cells that occurs continuously throughout the life of an organism. While long-
term repopulating HSCs remain mostly dormant, more mature multipotent progenitor cells (MPP)
proliferate and ultimately give rise to terminally differentiated mature blood cells: red blood cells
that allow efficient transport of oxygen; megakaryocytes and their platelet offspring that interact
with the blood vessels and soluble factors to regulate coagulation; and white blood cells of the
innate and acquired immune system that defend the organism against pathogens (Hofer and
Rodewald 2018, Laurenti and Gottgens 2018). Hematopoiesis occurs in the adult bone marrow
(BM) where HSCs reside within a specialized microenvironment, or niche. The BM niche is
essential for the regulation of many stem cell activities, including self-renewal, mobilization, and
lineage differentiation (Asada, Takeishi et al. 2017, Takizawa and Manz 2017, Batsivari, Haltalli
et al. 2020).

Blood cell production is well balanced in the absence of external stressors, with the various
subsets of MPP each contributing to the BM output. However, this equilibrium shifts toward
myelopoiesis during infection, either in response to pro-inflammatory cytokines or directly via
the recognition of pathogen-associated molecular patterns by the progenitor cells (Essers,
Offner et al. 2009, Pietras, Mirantes-Barbeito et al. 2016, Boettcher and Manz 2017, Capitano
2019, Chavakis, Mitroulis et al. 2019, Schultze, Mass et al. 2019). This BM response to
inflammation, also known as emergency myelopoiesis, involves transient proliferation and
expansion of MPP and short-term HSC populations. More specifically, myeloid-biased MPP
subpopulations, such asMPP2 (biased toward platelet and red blood cell differentiation) and
MPP3, tend to increase in size, while lymphoid production is suppressed and the number of
FIt3* lymphoid-biased MPPs goes down. In the case of systemic bacterial infections or the
administration of lipopolysaccharide, inflammation-adapted myelopoiesis tends toward
granulocyte differentiation in response to the secretion of Granulocyte-colony stimulating factor
(G-CSF) by BM endothelial cells (Boettcher, Gerosa et al. 2014, Boettcher and Manz 2017).

However, its role in parasitic infections remains less clear.

Visceral leishmaniasis caused by the parasites Leishmania donovani and L. infantum is
achronic infection, associated with hematological changes, such as anemia and pancytopenia,
that indicate impaired BM function. BM is also a well-established site of parasite expansion.
Recruitment of CD4" T cells to the BM resulted in increased HSC proliferation and functional

exhaustion (Pinto, Brown et al. 2017) as well as suppression of erythropoiesis in the mouse model
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of visceral leishmaniasis (Preham, Pinho et al. 2018). We have also shown that L. donovani
promotes the production of monocytes and monocyte-derived myeloid cells that not only suppress
T cell responses but are also more permissive to infection, thus promoting parasite expansion
(Abidin, Hammami et al. 2017, Hammami, Abidin et al. 2017). Monocytes have been long since
proposed to act as safe targets for Leishmania (Mirkovich, Galelli et al. 1986), and the ability of
the parasite to not only stimulate monocyte recruitment and production but also to promote the
differentiation of cells with impaired microbicidal function (Abidin, Hammami et al. 2017,

Hammami, Abidin et al. 2017) further supports this idea.

Generating safe harbors for replication is likely not restricted to visceral leishmaniasis, but
may also occur in cutaneous leishmaniasis (Mirkovich, Galelli et al. 1986). L. major, one of the
predominant species causing cutaneous leishmaniasis, most often results in a transient skin
lesion that heals within 2-8 months (Burza, Croft et al. 2018). However, some patients have
persistent, non-healing lesions with severe inflammation and scarring. The mechanisms
underlying immune resistance in persistent L. major infection are still incompletely understood.
Itis possible to address this issue by comparing the response to two different strains of L. major
inC57BL/6 mice: L. major Seidman (LmSd) strain that causes non-healing and disseminating
lesions; and L. major Friedlin (LmFn) strain that causes self-healing lesions after intradermal
injection. Both strains evoke a strong CD4* Th1 response in the skin lesion, but the non-healing
strain also promotes a strong migration of cells of myeloid origin to the lesion (Charmoy, Hurrell
et al. 2016, Lee, Charmoy et al. 2018).

Based on the association of myeloid recruitment with the establishment of persistent
lesions, we thus hypothesized that infection-adapted myelopoiesis could play a role also in
cutaneous leishmaniasis. We found that infection of C57BL/6 mice with the non-healing strain
resulted in the expansion of MPPs in BM and spleen and promoted the increase of myeloid cell
numbers not only in the skin lesion but also in the spleen. Numbers of BM CD19* B lymphocytes
were decreased in mice infected with either strain. Interestingly, the BM cytokine responses were
stronger in mice infected with the self-healing strain, and this was especially apparent at the later
time points, where interferon-responsive chemokines were significantly decreased in mice with
persistent lesions. Put together, our results demonstrate that the presence of the pathogen in the
BM is not necessary for the induction of infection-adapted myelopoiesis, but that a persistent

infectionwith a cutaneous pathogen can also influence BM function
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3.3 Materials and Methods

3.3.1 Experimental animals and parasites

All experimental mice were wild-type littermates from our breeding colonies on C57BL/6
background and maintained under specific pathogen-free conditions in ventilated racks. Both
male and female mice were used for the study with sex- and age-matched controls. For infections,
mice were transferred to the biosafety level 2 sector at the animal facility of INRS (Laboratoire
national de biologie expérimentale, LNBE). Promastigotes of L. major NIH S
(MHOM/SN/74/Seidman) and L. major (MHOM/IL/80/Friedlin) were cultured at 26°Cin
Leishmania medium (M199 medium supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 100 yM
hypoxanthine, 10 mM HEPES, 5 yuM hemin, 3 uM biopterin, 1 yM biotin, and penicillin-
streptomycin). Infectious-stage metacyclic promastigotes were isolated from stationary cultures
(5-6 days) by density gradient centrifugation and mice were then inoculated with 1x10° metacyclic
promastigotes in the ear dermis by intradermal (i.d.) injection in a volume of 20 pl. Lesion
progression and weight loss were monitored weekly, and mice were euthanized under CO:
asphyxiation at indicated time points (Figure 3.1A). There were a total of 48 mice infected with
LmSd (25 males and 23 females), 46 mice infected with LmFn (24 males and 22 females), and
20 naive controls (10 males and 10 females) analyzed at the time points presented in Figures
2-6. Analyses of parasite burden from two additional groups of mice was added for days 42 and
84to evaluate the establishment of early infection, and to confirm remission of the self-healing

parasite, respectively.

3.3.2 Ethics statement

All procedures were in accordance with the Canadian Council on Animal Care guidelines
and approved by the Comité institutionnel de protection des animaux of the INRS (CIPA # 1706-
07).

3.3.3 Processing of ear tissues and evaluation of parasite burden

Infected mouse ears were collected and incubated in 70% ethanol for 10 min. The two
sheets of infected ear dermis were separated, deposited in DMEM containing 100 U/ml penicillin,
100 pg/ml streptomycin, and 0.2 mg/ml Liberase CI purified enzyme blend (Roche Diagnostics
Corp.), and incubated for 1.5 h at 37°C. Digested tissue was processed in a tissue homogenizer

(Medimachine; Becton Dickinson) and filtered through a 70 um cell strainer (Falcon Products).
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Parasite titrations were performed using tissue homogenates which were serially diluted in 96-
well flat-bottom microtiter plates containing Leishmania medium (M199 medium supplemented
with 10% heat-inactivated FBS, 100 uM hypoxanthine, 10 mM HEPES, 5 yM hemin, 3 uM
biopterin, 1 uM biotin, and penicillin-streptomycin) and cultured at 26°C. The number of viable
parasites in each ear was determined from the highest dilution at which promastigotes could be
grown out after 7—10 days of incubation. Data are presented as number of parasites per ear. The
same assay was performed on freshly harvested BM from infected mice with no parasite growth

observed even after 14 days of incubation.

3.34 Flow Cytometry

BM, spleen, and cells recovered from the ear dermis from infected and naive mice were
analyzed by flow cytometry. BM was harvested by flushing tibiae and femora in phosphate-
buffered saline (PBS) solution and the cells were then passed through a 25-gauge needle to
obtain a single cell suspension. Spleens were manually dissociated in PBS. Ear tissue
homogenates, prepared as previously described, were filtered in 5mL round bottom polystyrene
FACS tubes with 35um nylon mesh-screen filter before flow cytometry staining. PBS was
supplemented with 0.1% bovine serum albumin (BSA) and 0.5mM ethylene-diaminetetra-acetic
acid (EDTA) for flow cytometry staining, and non-specific staining was blocked using unlabeled
anti-CD16/CD32 antibody (Fc block). Antibody combinations were modified from previously
published studies, including by our group (Socolovsky, Nam et al. 2001, Rose, Misharin et al.
2012, Pietras, Reynaud et al. 2015, Abidin, Hammami et al. 2017). Please see Table S3.1 for a
complete list of antibodies. Cells were fixed with 2%PFA in PBS prior to acquisition of samples
using a 4-laser LSR Fortessa (BD Biosciences, Mountain View, CA). Data were analyzed using
FACS DiVa software (version 8.1).

3.3.5 Bone marrow cytokine/chemokine analysis

Bone marrow cell supernatants were collected from naive, L. major Seidman- and L. major
Friedlin infected mice on day 1 and eight weeks (56 days) post-infection by harvesting cells from
both hind legs by flushing with 2 ml PBS, followed by centrifugation. The supernatants (diluted
bone marrow plasma) were transferred in clean tubes, identified and aliquoted, and then kept
frozen until analysis. Cytokine and chemokine concentrations were determined by the Mouse
Cytokine 44-Plex Discovery Assay (Eve Technologies, Calgary, AB) from duplicate analysis of

eight mice per group (4 males and 4 females). Please see Table S$3.2 for a complete list of
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cytokinesand chemokines in the assay. Heat map was generated for the mean values for each
condition, paired and adjusted by sex, using the Heatmapper online tool (Babicki, Arndt et al.
2016).

3.3.6 Statistical analysis

Statistical significance was determined using unpaired ANOVA (for multiple comparisons)

or two tailed student's t test and the GraphPad Prism software (v.7).

34 Results

3.4.1 Myeloid cells recruited to the skin lesions at late time points during
persistent Leishmania major infection adopt a regulatory phenotype

The development of non-healing skin lesions in C57BL/6 mice infected with the LmSd
strain has been associated with enhanced recruitment of myeloid cells to the dermis (Charmoy,
Hurrell et al. 2016), which lead us to hypothesize that persistent cutaneous leishmaniasis would
induce an adaptive response in the BM, similar to what we and others have previously reported
in experimental visceral leishmaniasis (Abidin, Hammami et al. 2017, Pinto, Brown et al. 2017).
To test our hypothesis, we used the mouse model of intradermal infection in the ear and
inoculated male and female mice on C57BL/6 background with 1x10° metacyclic L. major
promastigotes of the non-healing LmSd strain or the self-healing LmFn strain (Figure 3.1).
Parasite burden in the ear and in the BM was determined by limiting dilution for each time point.
The number of parasites was below detection limit at the early time points in the ear (1, 7, and 14
days post-infection (p.i.), and more importantly, no viable parasites were observed at any time
pointin the BM even after 14 days of incubation. Parasites from both strains were able to establish
an initial infection as seen by comparable parasite load on day 42 (or 6 weeks p.i. Figure 3.1B).
While the non-healing infection continued to progress through the later time points, parasite
burden for the self-healing LmFn strain was on decline by day 56 (or 8 weeks p.i.), and there were
no detectable parasite remaining by day 84 (or 12 weeks p.i.; Figure 3.1B). While the lesions
caused by LmFn were visible at 6 weeks p.i., they remained constrained in size and were cleared
by late time points as expected (data not shown). In contrast, lesions from mice infected with
LmSd started to show ulceration and spread by day 84 p.i. (data not shown). These results follow
closely what has been previously published by the Sacks group (Charmoy, Hurrell et al. 2016)
and thus validated our model. We thus decided to focus our study on the early time points (first

two weeks) as well as the 8-week time point when the parasite was still detectable but on the
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decline in the self-healing lesions.
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Figure 3.1. LmSd and LmFn infections in C57BL/6 mice. C57BL/6 mice were inoculated in the ear dermis with
1x10% LmFn and LmSd metacyclic promastigotes. (A) Bone marrow, spleen and infected ears were analyzed at 1, 7,
14 and 56 days. FACS analysis and culture for parasite burden were performed during all times-points. Cytokine and
chemokine analyze were performed on day 1 and day 56 by multiplex assay. (B) Parasite burden in the infected ears
as determined by limiting dilution analysis (LDA) over the course of infection. No growth of parasites in culture was
detected at earlier time points. The day 42 time point was added to evaluate the establishment of early infection, and
a day 84 time-point has been added to confirm remission of the self-healing parasite. Parasite burden show the mean
+ SEM: n=3, n=10 and n=3 mice per group (LmFn vs LmSd) at 42, 56 and 84 days respectively, * p<0.05 comparing
infection with LmFn and LmSd. The results are pooled from at least 3 independent experiments.

To confirm the accumulation of myeloid cells in the non-healing lesions in our model, we
analyzed the leukocyte populations in tissue homogenates prepared from the infected ears at
different time points. Myeloid cells were initially identified as CD11b" cells and then further
classified based on their expression of Ly6C and Ly6G (Figure S1A). In this way, Ly6C"°" Ly6G*
cells represent granulocytes/neutrophils; Ly6C" Ly6G™ cells are mostly inflammatory monocytes;
and Ly6CLy6G cells represent mostly monocyte-derived myeloid cells (dendritic cells and
macrophages). We observed anincrease in all CD11b" cell subsets on day 56 p.i. for both strains
as compared to uninfected controls (Figure 3.2A-3.2C). There was considerable variability in the
number of neutrophils recovered from LmSd-infected ears (Figure 3.2A); however, these results
still dovetail those found in the literature. Moreover, there was a significant increase in the
numbers of both monocytes (Figure 3.2B) and monocyte-derived myeloid cells (Figure 3.2C)
inthe skin of LmSd-infected mice when compared to those infected with LmFn. We further
evaluatedthe expression of markers associated with altered myeloid cell function and identified
a subset ofLy6C Ly6G™ CD11b" cells on day 56 p.i. that expressed Sca-1 (Figure 3.2D). This
subset was present in much higher numbers in mice infected with the non-healing LmSd strain.
These cells also expressed higher levels of the transferrin receptor CD71 than their Sca1”
counterparts (Figure S3.1A), and they were all MHCII".
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We also analyzed lymphocytes in the infected ears on day 56 p.i. and found no significant

alteration in CD19" B lymphocyte numbers for either strain (Figure 3.2E). Conversely, there was
astrong increase in both CD4" (Figure 3.2F, Figure S1B) and CD8" T lymphocytes (Figure 3.2G,

Figure S3.1B) as expected, especially for the persistent LmSd strain. Put together, these results

further validate our model, demonstrating a significant accumulation of myeloid cells in the

infected ear at the late time point.
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Figure 3.2. Myeloid cell accumulation at the site of infection in cutaneous leishmaniasis. C57BL/6 mice were
inoculated in the ear dermis with 1x10% LmFn or LmSd metacyclic promastigotes and ear tissue homogenates were
analyzed by flow cytometry at different times post-infection to assess the in situ immune response and cell recruitment.
Populations of myeloid (CD11b*) cells are defined by the following markers: (A) Ly6G* granulocytes; (B) Ly6C"Ly6G™
inflammatory monocytes; and (C) Ly6C Ly6G™ resident dermal macrophages and monocyte-derived myeloid cells. (D)
Number and percentage of Ly6C-Ly6G"MHC-II* cells that express Sca-1 antigen on day 56 post- infection. (E) CD19*
B lymphocytes, (F) CD4* and (G) CD8* T lymphocytes detected on day 56 post-infection. Graphs represent the mean
+ SEM of n=9, n=7, n=7 and n=15 mice per group (LmFn vs LmSd) at 1,7, 14 and 56 days post- infection, respectively.
*P<0.05 comparing infection with LmFn vs. LmSd at a given time point and 1P<0.05 comparinginfected groups (LmFn
or LmSd) to naive control mice. The results are compiled from at least 4 independent experiments for each time point.
See also Supplementary Figure 1 for flow cytometry gating strategies and representative results.

3.4.2 Myeloid-biased multipotent progenitor cells accumulate in BM and

spleen in miceinfected with the non-healing strain of L. major
MPPs represent progenitor cells that provide only a transient reconstitution when
transferred into an immunocompromised host but that are still able to differentiate into most, if not
all, blood cell lineages, albeit at variable efficacy. These cells can be identified within the lineage

Sca-1"c-Kit" (LSK) hematopoietic stem/progenitor cell population according to their expression
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ofsurface markers CD150, CD48, and CD135/FIt3 (Figure S3.2A) (Pietras, Reynaud et al.
2015). The CD48" CD150° CD135 MPP3 subpopulation is the one that is most strongly
associated withmonocyte and granulocyte fates both at steady state and under regenerative
conditions, including during infection-adapted myelopoiesis (Pietras, Reynaud et al. 2015,
Pietras, Mirantes-Barbeito et al. 2016, Boettcher and Manz 2017). We were therefore very
encouraged to observe an increase in the number of the MPP3 subset in the BM of mice infected
with the non-healing LmSdstrain on day 56 p.i. (Figure 3.2A). There was an initial decrease in
MPP3 numbers in the BM ofinfected mice on day 7 p.i., irrespective of parasite strain; however,
the increase above baseline was restricted to mice infected with the non-healing strain,
suggesting that the long-term stress response was specific for the persistent infection. A similar

increase was also observed in the spleen of LmSd-infected mice (Figure 3.3B).

To better understand whether the putative increase in myeloid differentiation as seen by
the increase in myeloid-biased MPP3 numbers would promote the accumulation of myeloid cells
at sites other than the infected ears, we analyzed the major myeloid subsets in BM and spleen
(Figure S3.3). There were no significant differences in the number of Ly6C" monocytes or Ly6G*
granulocytes in the BM between naive and infected mice, independent of the parasite strain
(Figure S3.3A and data not shown). However, there was a significant increase in myeloid cells
in the spleen of LmSd-infected mice on day 56 p.i., with an emphasis on monocytes and
monocyte-derived myeloid cells (Figure 3.3C-3.3F). Ly6G" granulocytes tended to increase in
the spleen ofinfected mice, irrespective of parasite strain; however, there was considerable
mouse-to-mouse variability, and the difference did not meet statistical significance (Figure 3.3C).
In contrast, therewere significant differences between the groups of mice infected with LmSd
and LmFn when it came to Ly6C" inflammatory monocytes (Figure 3.3D) or Ly6C"" alternative
monocytes (Figure 3.3E) with an increase in the number of Ly6C-expressing cells in the spleens
of LmSd-infected mice as compared to those infected with the self-healing strain or to uninfected
controls. There were also more Ly6C™ MHCII" monocyte-derived myeloid cells on day 56 p.i. in
LmSd-infected mice as compared to uninfected controls (Figure 3.3F). The increase in myeloid
cells inthe spleenwas at least in part driven by an increase in total spleen cellularity in mice
infected with the persistent LmSd strain (2.3x10® + 0.3x108 for LmSd as compared to 1.3x10° +
0.2x108 for naive and 1.5x10% + 0.2x108 for LmFn; P<0.05). These results suggest that the
increase in MPP3 observed in the BM and spleen of LmSd-infected mice on day 56 p.i. results in
enhanced myeloiddifferentiation that can be translated into an accumulation of myeloid progeny

not only at the siteof infection but also in peripheral organs, such as spleen.
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Figure 3.3. Induction of myeloid-biased multipotent progenitors is associated with an accumulation of
myeloidcells during persistent infection with L. major. C57BL/6 mice were inoculated in the ear dermis with
1x10% LmFn or LmSd metacyclic promastigotes, and bone marrow and spleen samples were analyzed by flow
cytometry at the indicated times during infection. The number of cells within the CD48*CD150-CD 135 MPP3 subset
of hematopoietic progenitor cells in (A) bone marrow and (B) spleen at different times post-infection. The
number of (C) Ly6G* granulocytes; (D) Ly6CMLy6G™ inflammatory monocytes, (E) Ly6C°Ly6G™ alternative
monocytes and (F) Ly6C Ly6G"MHCII* monocyte-derived myeloid cells in the spleen. Graphs represent the mean
+ SEM of n=13, n=11, n=11 and n=15 mice per group (LmFn vs LmSd) at 1,7, 14 and 56 days post-infection,
respectively. The grey horizontalline and shaded area represent mean + 95% confidence interval for naive control
mice (n=16). *P<0.05 comparing infection with LmFn vs. LmSd at a given time point and 1P<0.05 comparing
infected groups (LmFn or LmSd) to naive control mice. The results are compiled from at least 4 independent
experiments for each time point. See also Supplementary Figures 2 and 3 for flow cytometry gating strategies
and representative results.

3.4.3 Persistent cutaneous leishmaniasis promotes the accumulation of

stem-likemegakaryocyte progenitors

Another stem/progenitor cell subset that normally expands during the BM response to
inflammation is the CD48"CD150" MPP2 subpopulation that contributes to the formation of red

blood cells and platelets (Haas, Hansson et al. 2015, Pietras, Reynaud et al. 2015). It has also

46



been shown to contribute to myelopoiesis in response to inflammation. The BM response to the
non-healing L. major infection was effectively not restricted to the expansion of MPP3 cells, as
we could also observe a significant increase in the numbers of cells within the MPP2 subset in
the BM on day 56 p.i. (Figure 3.4A). Similar to myeloid cells, there was no significant increase
in platelet numbers in the BM (Figure 3.4B; Figure S3.4A), and the numbers of immature
erythrocytestended to decrease (Figure $3.4A and data not shown). However, the increase in
MPP2 cells in the spleen of LmSd-infected mice (Figure 3.4C) was associated with an increased
number of platelets (Figure 3.4D), suggesting that platelet production could also be enhanced
in response to infection with L. major. There was also an increase in proportion of immature
CD71+ erythrocytes in the spleen of infected mice (Figure $3.4B), and this increase tended to

be more significant in mice infected with LmSd.

The MPP4 subset of CD150° CD48" CD135" LSKs are also known as lymphoid-primed
MPPs due to their enhanced potential for efficient differentiation into lymphocytes (Adolfsson,
Mansson et al. 2005). However, their frequency and function often decline in conditions of chronic
inflammation (Pietras, Reynaud et al. 2015, Abidin, Hammami et al. 2017). The MPP4 subset
tended to decrease at the early time points (day 7 and day14), especially in mice infected with
the self-healing strain (Figure $3.2, Figure S3.5A). MPP4 numbers mostly recovered by day 56
p.i.,although there were quite large variations between individual animals. Despite the recovery
of MPP4 numbers, there was a decrease in the numbers of CD19" lymphocytes in the BM of
infectedmice as compared to naive controls, independently of the type of lesion (Figure $3.5B,
$3.5D). Moreover, the proportion of IgM~ B lymphocyte precursors as compared to IgD*
recirculating mature cells tended to decrease in mice infected with LmSd, further suggesting a
decrease in B lymphopoiesis. There was no difference in CD4* lymphocyte numbers in the BM
(Figure S3.5C, S3.5D); however, the number of CD8" lymphocytes was specifically decreased
in the BM of LmSd-infected mice (Figure S3.5C, S3.5D).
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Figure 3.4. Accumulation of platelet-biased multipotent progenitors in bone marrow and spleen in LmSd-
infected mice. C57BL/6 mice were inoculated in the ear dermis with 1x10® LmFn or LmSd metacyclic
promastigotes, and bone marrow and spleen samples were analyzed by flow cytometry at the indicated times during
infection. (A) Thenumber of cells within the CD48*CD150*CD135" MPP2 subset of hematopoietic progenitor cells
in the bone marrow atdifferent times post-infection. (B) Analysis of the number of CD45-CD41* platelets in the bone
marrow on day 56 post-infection. (C) Number of MPP2 cells in the spleen at different times post-infections. (D)
Analysis of the number of CD45"CD41* platelets in the spleen on day 56 post-infection. Graphs represent the mean
+ SEM of n=13, n=11, n=11 and n=15 mice per group (LmFn vs LmSd) at 1,7, 14 and 56 days post-infection,
respectively, for MPP2 analysis; and n=7mice per group for platelet analysis. The grey horizontal line and shaded
area in panels (A) and (C) represent mean +95% confidence interval for naive control mice. *P<0.05 comparing
infection with LmFn vs. LmSd at a given time pointand 1P<0.05 comparing infected groups (LmFn or LmSd) to
naive control mice. The results are compiled from at least4 independent experiments for each time point. See also
Supplementary Figures 2 and 4 for flow cytometry gating strategies and representative results.

Lastly, we wanted to evaluate if the most immature stem/progenitor cell subsets were
also affected by the persistent infection. The CD48'CD150" LSK subpopulation is enriched in
long-term HSCs at steady state (Kiel, Yilmaz et al. 2005), and comprises activated downstream
progenitor cells in conditions of inflammation (Pietras, Lakshminarasimhan et al. 2014, Haas,
Hansson et al. 2015, Pietras, Reynaud et al. 2015). Similar to the different MPP subpopulations
(Figure 3.3A, 3.4A; Figure S3.2), the number of cells corresponding to the HSC phenotype was

increased in the BM of mice infected with the non-healing LmSd strain on day 56 p.i. (Figure
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3.5A). This was true alsoin the spleen (Figure 3.5B). Unexpectedly, we also observed a decrease
in HSC numbers on day 7 p.i. in both organs and for mice infected with both strains of L. major
(Figure 3.5A, 3.5B), similar to our results for the MPP3 subset in the BM (Figure 3.3A).
Collectively these results suggest an inflammatory response in the BM that occurs early on in L.
major-infected mice irrespective of parasite strain, similar to what normally occurs in acute
infections (Boettcher, Gerosa et al. 2014, Matatall, Shen et al. 2014, Boettcher and Manz 2017,
Hirche, Frenz et al. 2017). However, while the BM returns more or less to normal in mice infected
with the self-healing strain by day 56 p.i., the non-healing strain provokes a second phase of BM
response that corresponds to the accumulation of myeloid cells, especially monocytes and

monocyte-derived cells, at the site of infection but also in peripheral organs, such as spleen.
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Figure 3.5. Long-term HSCs display biphasic kinetics in bone marrow and spleen of LmSd-infected mice.
C57BL/6 mice were inoculated in the ear dermis with 1x10% LmFn or LmSd metacyclic promastigotes, and bone
marrowand spleen samples were analyzed by flow cytometry at the indicated times during infection. Number of cells
expressingLT-HSC markers in (A) bone marrow and (B) spleen at various time points. Graphs represent the mean
+ SEM of n=13,n=11, n=11 and n=15 mice per group (LmFn vs LmSd) at 1,7, 14 and 56 days post-infection,
respectively. The grey horizontal line and shaded area represent mean + 95% confidence interval for naive control
mice. *P<0.05 comparinginfection with LmFn vs. LmSd at a given time point and 1P<0.05 comparing infected
groups (LmFn or LmSd) to naive control mice. The results are compiled from at least 4 independent experiments
for each time point. See also Supplementary Figure 2 for flow cytometry gating strategies and representative
results.
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3.4.4 BM soluble cytokine/chemokine profiles suggest absence of specific
pro-inflammatory responses in persistent infection

Activation of infection-adapted myelopoiesis can be the result of direct sensing of the
pathogen in the BM or a more indirect response to changes in the BM cytokine environment,
depending on the situation (Boettcher, Gerosa et al. 2014, Schurch, Riether et al. 2014,
Askenase, Han et al. 2015, Boettcher and Manz 2017, Pinto, Brown et al. 2017, Takizawa, Fritsch
et al. 2017, Takizawa and Manz 2017, Preham, Pinho et al. 2018, Batsivari, Haltalli et al. 2020).
To obtain a global view of the cytokine response in the BM, we analyzed the soluble factors
available in the BM from the supernatant (or diluted BM plasma) recovered from naive mice as
well as mice inoculated with L. major immediately in the early phase (day 1 p.i.) or late in the
chronic phase (day 56 p.i.). We evaluated a panel of 44 different cytokines and chemokines, but
only those that were reliably detected in at least 75% of the samples and that varied by at least
50% at any given time point are represented in Figure 3.6A. We further divided these factors in
seven groups based on expression patterns. The first group includes factors downregulated on
day 1 and whose levels remain low in mice infected with the non-healing LmSd strain but come
back to baseline or increase in those infected with the self-healing LmFn strain, such as the
interferon-responsive chemokine CXCL9 (Figure 3.6B). Groups 2-4 consist of factors
upregulated on day 1 and whose levels decrease by day 56 in both groups with the exception
of GM-CSF that remains upregulated in LmFn-infected mice (Figure 3.6C). Some are
upregulated slightly more strongly in LmSd-infected mice (such as TNF-a or IL-10), others in
LmFn-infected mice (such as IL-12 p70 or IFN-R), while others follow very similar patterns for
both strains (e.g.,IL-13 and IFN-y). Groups 5 and 6 comprise factors that remain relatively stable
on day 1 but arestrongly downregulated in the BM of LmSd-infected mice on day 56 p.i., such
as CCL5/RANTESand the interferon-inducible chemokine CXCL10 (Figure 3.6D). Finally, there
is a single chemokine, CCL17, that is upregulated on day 1 only in LmFn-infected mice, and
whose levels remain elevated in this group even on day 56 (Figure 3.6E). These results tend to
support the presence of an early inflammatory response in the BM of mice infected with either
strain of parasite, but unfortunately give us relatively little insight into what would promote
sustained myelopoiesis on day 56 in mice infected with the non-healing strain. Instead, they
point toward adecrease of interferon- (CXCL10, CXCL9, IFN-R, IL-12 p70) and GM-CSF- (GM-
CSF, CCL17) associated responses in the BM of mice infected with the non-healing strain both

at early and latetime points.
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Figure 3.6. Bone marrow inflammatory cytokine/chemokine profiles indicate early activation and
subsequent suppression of inflammatory responses in non-healing L. major infection. (A) Soluble
cytokine/chemokine levelsin bone marrow extracellular milieu after LmFn and LmSd infection. Heatmap represents
relative quantities for each cytokine/chemokine as fold change compared to paired, sex-matched naive mice and
normalized across each row. Each square represents the average fold change for a sample of 4 male and 4 female
mice per group. The raw concentration of (B) CXCL-9 (MIG), (C) Granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF), (D) CXCL-10 (IP-10), and (E) CCL-17 (TARC) in bone marrow supernatant obtained from naive
and infected mice at 1 and 56 dayspost-infection. Graphs represent the mean + SEM for 4 male and 4 female mice
per group. *P<0.05 comparing infectionwith LmFn vs. LmSd at a given time point and +P<0.05 comparing infected
groups (LmFn or LmSd) to naive control mice.

3.5 Discussion

BM hematopoietic progenitor cell activation and the subsequent induction of adapted
hematopoiesis to infection and inflammation can have positive or negative consequences on the
host immune response and hematopoietic recovery, depending on the type and duration of
stimulus (Pietras, Mirantes-Barbeito et al. 2016, Abidin, Hammami et al. 2017, Boettcher and
Manz 2017, Takizawa and Manz 2017). We have previously shown that infection-adapted
myelopoiesis promoted parasite expansion during experimental visceral leishmaniasis, namely
by enhancing the generation of monocytes that were highly susceptible to infection by the parasite
(Abidin, Hammami et al. 2017) and contributed to the suppression T lymphocyte responses
(Hammami, Abidin et al. 2017). Here we wanted to evaluate the hypothesis that the dissemination
of parasite to the BM was not strictly required for a hematopoietic response and that a persistent,
non-healing infection with the cutaneous species L. major would also promote myeloid
differentiation. We found that the intradermal infection of C57BL/6 mice in the ear with a non-
healing strain of L. major resulted in the expansion of myeloid-biased progenitor cells in BM and

spleen, in contrast to an infection with a self-healing strain, and promoted the increase of myeloid
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cell numbers not only in the skin lesion but also in the spleen. Our results further suggest a
suppression of inflammatory responses at later time points in mice infected with the non-healing
strain and underline the importance of considering alterations to the BM output when analyzing

invivo host-pathogen interactions.

Enhanced myelopoiesis has been suggested to contribute to Leishmania parasite
proliferation by generating “safe targets”, or permissive cells in which the parasite can hide from
the host immune response, for quite some time (Mirkovich, Galelli et al. 1986). While visceral
leishmaniasis establishes a chronic infection in the BM and is associated with signs of BM failure
if untreated (Matnani and Ganapathi 2016, Abidin, Hammami et al. 2017), the impact of an
intradermal cutaneous infection on BM function has not been thoroughly investigated. The initial
report by Mirkovich et al found mild increases in colony-forming activity in the spleen but not in
the BM of C57BL/6 mice infected intracutaneously with a large number (5x10°) of promastigotes
(Mirkovich, Galelli et al. 1986). Our results using a much lower number of parasites but enriching
for the infectious form prior to inoculation point toward a similar direction, as even though we
observe an increase in myeloid-biased progenitor cells in both organs, there was no accumulation
of myeloid cells in the BM. These results are very similar to what we have also reported in the

mouse model of visceral leishmaniasis (Abidin, Hammami et al. 2017).

We did not detect any viable parasite in the BM by limiting dilution assay, using the
equivalent of 5x10° BM cells, or approx. 10% of cells harvested from two hind legs (femora and
tibiae) as starting dilution. This result strongly suggests that L. major remained confined to the
skin dermis and draining lymph nodes as generally expected. Low numbers of L. major parasites
have been reported in the spleen by other groups using other strains of the parasite, other modes
of infection and/or higher parasite dose (Martinez-Lopez, Iborra et al. 2015, Paduch, Debus et
al.2019). It thus remains possible that more sensitive detection methods, such as quantitative
PCRof high copy number genes, would yield a different result. However, PCR-based methods are
alsomore likely to overestimate the amount of viable pathogen and may detect left-over genetic
material from an aborted infection or a recent contact with the pathogen that had been cleared
(Pedrosa, Ximenes et al. 2013, Bullard, Dust et al. 2020). More specifically in the context of our
study, cells such as neutrophils (Furze and Rankin 2008, De Filippo and Rankin 2020) or
migratory dendritic cells (Martinez-Lopez, Iborra et al. 2015) could bring phagocytosed parasite
material from skin or draining lymph nodes to the BM and spleen. Neutrophil clearance in the BM
also stimulates further granulopoiesis (Furze and Rankin 2008), which would contribute to the

expansion of myeloid-biased progenitor cells in persistent infection; however, this remains a
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hypothesis in the context of cutaneous leishmaniasis.

While the contribution of neutrophils and dermal macrophages to the non-healing lesions
in LmSd-infected mouse ear has been previously described (Charmoy, Hurrell et al. 2016, Lee,
Charmoy et al. 2018), the importance of infiltrating monocytes has not been established.
Monocytes become rapidly infected by L. amazonensis, another Leishmania species causing
cutaneous leishmaniasis (Carneiro, Lopes et al. 2020), and their presence is required for early
parasite expansion in this model. While the non-healing strain of L. major preferentially infects
dermal macrophages that are independent of circulating monocytes at the early time points,
monocytes are also infected to a greater extent than with the self-healing strain (Lee, Charmoy
etal. 2018). Moreover, the contribution of monocytes to the maintenance of dermal macrophages
at later time points (after more than 1 month) cannot been completely excluded, as experiments
using bone marrow chimeras showed approximately 25% contribution of bone marrow-derived
donor cells to the dermal macrophage compartment at 16 weeks (Lee, Charmoy et al. 2018). Our
results identify a subset of Sca-1* CD71" MHC-II" myeloid cells in the infected ears that is quite
specific for mice infected with the non-healing LmSd strain, and we speculate that it represents
amonocyte-derived subset that has upregulated Sca-1 expression in situ in response to
infection,as we have previously observed that Leishmania infection alone was sufficient to
promote Sca-1expression in vitro (Abidin, Hammami et al. 2017). Upregulation of Sca-1 and
MHC-II expression by monocytes has also been associated with the acquisition of regulatory
function in Toxoplasmagondii infection (Askenase, Han et al. 2015), while Sca-1+ myeloid cells
contribute to tissue damage and mortality in experimental infection with Staphylococcus aureus
(Park, Kim et al. 2020). CD71 expression has been linked to activated monocytes as well as to
tissue macrophages, and elevated CD71 levels have been reported, for example, in Post Kala-
Azar dermal leishmaniasis patients, both in skin lesions and in circulating monocytes (Dighal,
Mukhopadhyay et al. 2020). Further analyses will be required to evaluate the functional

importance of this subset.

Control of cutaneous leishmaniasis is highly dependent on early, efficient Th1 responses
in the skin and draining lymph nodes (Sacks and Noben-Trauth 2002, Kaye and Scott 2011,
Martinez-Lopez, Iborra et al. 2015). An ineffective Th1 response, such as seen in
immunosuppressed individuals (Barro-Traore, Preney et al. 2008), genetically modified mouse
strains (Martinez-Lopez, Iborra et al. 2015), or in the susceptible Balb/c mouse strain (Sacks and
Noben-Trauth 2002, Kaye and Scott 2011) results in systemic spread, especially with high

parasite load. Lymphocyte population in the dermis remains mostly Th1-biased even in the
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persistent L. majorinfection (Lee, Charmoy et al. 2018); however, cytokine production in this case
was evaluated by intracellular staining of PMA/ionomycin restimulated lymphocytes and thus
more accurately represents potential rather than actual production in vivo. Neutrophil- and
monocyte-derived myeloid suppressor cells can inhibit pathogen-specific lymphocyte responses
and contribute to tissue damage (Norris, Uebelhoer et al. 2013, Hammami, Abidin et al. 2017,
Park, Kim et al. 2020), and could thus contribute to promoting parasite persistence and the
development of skin lesions in persistent infection. Moreover, the production of regulatory myeloid
cells or cells more permissive to infection, as reported in visceral leishmaniasis (Abidin, Hammami
etal. 2017) or in toxoplasmosis (Askenase, Han et al. 2015), for example, would not only interfere
with Th1 responses but also provide more target cells for the parasite, as previously discussed.
This would not diminish the importance of resident dermal macrophages as primary targets for
the persistent LmSd strain (Lee, Charmoy et al. 2018), but provide additional “safe houses”.
Altered myelopoiesis in the BM is also likely to suppress dendritic cell differentiation (Yanez,
Coetzee et al. 2017), and could thus attenuate local T lymphocyte responses in the dermis and
draining lymph nodes (Leon, Lopez-Bravo et al. 2007).

Another question that remains yet unanswered is the mechanism by which persistent L.
major infection would promote myelopoiesis. The concentration of most myeloid growth factors
inthe BM environment was quite low in our assay, especially in the late phase of the infection,
but we cannot exclude the possibility that these factors are being consumed by the
developing myeloid cells as soon as they are being produced, leaving only low amounts
available in the soluble, extracellular milieu. We cannot thus presume that the BM environment
would be lackingin cytokines necessary for myeloid differentiation. In vitro colony forming assays
showed mild increases in monocytic colonies and total myeloid colonies from the BM of infected
mice as compared to naive controls on day 56 p.i. (Figure S6), suggesting an increase in the
number of functional myeloid progenitors in the form of cytokine-responsive cells with robust
proliferative potential; however, there was no difference between mice infected with the different
strains. Continuous release of newly differentiated myeloid cells from the BM to circulation might
also notallow their accumulation in the BM despite their enhanced synthesis. In contrast to the
BM, monocytes and monocyte-derived cells accumulated in the spleen of mice infected with the
non-healing LmSd strain. This accumulation was also accompanied by an increase in myeloid-
biasedprogenitor cells, suggesting that some of these cells could indeed be the result of myeloid
differentiation in the spleen. It has been shown in the hamster model of visceral leishmaniasis
that at least some of the myeloid cells accumulating in the spleen could be the result of intrasplenic

proliferation (Osorio, Medina-Colorado et al. 2020); however, this does not exclude the potential
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contribution of enhanced myelopoiesis as immature cells are more likely to proliferate than mature
myeloid cells. There was also an accumulation of platelets and an increase in overall spleen
cellularity in mice infected with the non-healing LmSd strain, further suggesting that spleen could
be a site of active hematopoiesis in persistent cutaneous leishmaniasis. Extra-medullary
hematopoiesis is common when there is chronic inflammation in the BM, and the specific export
of progenitor cells with high potential for megakaryopoiesis, or the production of platelets, has
been reported in response to acute inflammatory signaling to promote platelet recovery (Haas,
Hansson et al. 2015).

In conclusion, our results using the intradermal inoculation of L. major as model of
cutaneous leishmaniasis show the accumulation of myeloid-biased progenitor cells and mature
myeloid cells in mice infected with the LmSd strain causing non-healing lesions as compared to
mice infected with a self-healing strain or to naive controls. These results demonstrate that the
presence of active, widespread infection in the BM is not required for the induction of an infection-
adapted hematopoietic response and emphasize the importance of considering hematopoietic

alterations when analyzing in vivo host-pathogen interactions.
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3.9 Suppelmental Information

Table S3.1. List of antibodies used for flow cytometry.

ANTIBODY FLUOROCHROME CLONE COMPANY

CD16/32 (Fc block) Purified 2.4G2 BD Biosciences
HSC staining
CD117 (cKit) PE 2B8 BD Biosciences
CD135 (FIt3) PerCP-eFluor 710 A2F10 eBioscience
CD150 Alexa Fluor 647 TC15-12F12.2 BiolLegend
Scal (Ly6A/Ly6E) PE-Cy7 D7 BD Biosciences
CD11b Biotin M1/70 BD Biosciences
CD45R/B220 Biotin RA3-6B2 BD Biosciences
GR1 (Ly6C/Ly6G) Biotin RB6-8C5 BD Biosciences
Ter119 Biotin TER-119 BD Biosciences
CD48 Bv421 HM48-1 BD Biosciences
Streptavidin V500 BD Biosciences
Overview staining

IgM PerCP-eFluor 710 /41 eBioscience
CD19 PE 1D3 BD Biosciences
CD3e PE-Cy7 145-2C11 eBioscience
CD11b Alexa Fluor 647 M1/70 BD Biosciences
IgD APC 11-26¢.2a BD Biosciences
GR1 (Ly6C/Ly6G) APC-Cy7 RB6-8C5 BD Biosciences
CD4 APCe780 GK1.5 BD Biosciences
CD8a V450 53-6.7 BD Biosciences
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CD45R/B220 A488 RA3-6B2 BD Biosciences
CD11b A647 M1/70 BD Biosciences
Ly6eG PECy7 1A8 BD Biosciences
Ly6C PerCP-Cy5.5 HK1.4 eBioscience

MHC Class Il (I-Ab) PE AF6-120.1 BD Biosciences
Scal (Ly6A/Ly6E) BV711 D7 BD Biosciences
Terl19 Biotin/FITC TER-119 BD Biosciences
Streptavidin FITC BD Biosciences
CDh71 Bv421 C2 (C2F2) eBioscience

CDh41 PE MWReg30 BD Biosciences
CD45 PE-CF594 30-F11 BD Biosciences
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Table S3.2. List of cytokines and chemokines in the multiplex assay

Eotaxin G-CSF GM-CSF IFN-y

IL-10! IL-1B IL-2 IL-3

IL-41 IL-5% IL-6 IL-7

IL-9 IL-10 IL-12 p40 IL-12 p70
IL-13? IL-15 IL-171 IP-10/CXCL10
KC/ LIF? MCP-1/CCL2 M-CSF
MIG/CXCL9 MIP-10/CCL3 MIP-13/CCL4 MIP-2/CXCL2
RANTES/CCL5 TNF-a VEGF 6Ckine/CCL21
EPO? Fractalkine/CX3CL1 IFN-B1 IL-117

IL-16 IL-20? MCP-5/CCL12 MDC/CCL22
MIP-30,/CCL20! MIP-3/CCL19' TARC/CCL17 TIMP-1

' Not detected in most samples
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Figure $3.1. Flow cytometry gating strategy and representative results in the infected ear dermis.
(A) Representative flow cytometry data for granulocytes (GR1"), inflammatory monocytes (Ly6C"CD11b*) and

monocyte-derived myeloid cells (Ly6C- CD11b*) and Sca-1 expression.

(B) Representative flow cytometry data

CD3e* CD4"and CD3e*CD8* T cell subsets. All percentages are calculated on the parent population (indicated at the

top of the column).
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Figure S3.2. Flow cytometry gating strategy and representative results for BM stem/progenitor cell subsets.
(A) Gating strategy and representative flow cytometry data for a naive mouse, demonstrating the identification of Lin-
Sca1* cKit* (LSK) stem/progenitor cells and their different subsets according to CD150, CD48, and CD135 expression
(MPP3, MPP2, LMPP and LT-HSC) in the bone marrow. The same strategy was also used for the spleen. (B)
Representative flow cytometry data for infected mice on day 1, day 7, and day 56 post-infection. All percentages are
calculated on live singlets.
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Figure S3.3. Flow cytometry gating strategy and representative results for myeloid cells in BM and spleen.

(A) Gating strategy and representative flow cytometry plots of naive and infected mice (day 56), demonstrating the
identification of granulocytes (GR1"), and mature monocytes (Ly6CMCD11b*) in the bone marrow. (B) Representative
flow cytometry plots and gating strategy of naive and infected mice (day 56), demonstrating the identification
of granulocytes (GR1"), inflammatory monocytes (Ly6C"CD11b*), alternative monocytes (Ly6CI-®- CD11b*), and
monocyte-derived myeloid cells (Ly6C- CD11b* MHC-II*) in the spleen. All percentages are calculated on live singlets.
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Figure S3.4. Flow cytometry gating strategy and representative results for red blood cells and platelets.
Gating strategy and representative flow cytometry plots of naive and infected mice (day 56) and for platelets (CD41%)
and thedifferent stages of red blood cell differentiation (based on CD71 and Ter119 expression) in (A) the bone
marrow and spleen. Percentages for platelets refer to total CD45- cells, while those for erythroid cells are calculated
as percentage of total erythroid cells (all four stages).
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Figure S3.5. Lymphocytes in bone marrow. (A) The number of cells within the CD48*CD150"CD135" MPP4 subset
of hematopoietic progenitor cells in bone marrow at different times post-infection. (B) Number of CD19* B
lymphocytes, (A) CD4* CD3¢* T lymphocytes, and CD8* CD3e* T lymphocytes in BM on day 56 post-infection. Graphs
represent arethe mean + SEM of n=13, n=11, n=11 and n=15 mice per group (LmFn vs LmSd) at 1,7, 14 and 56 days
post-infection,respectively. * P<0.05 95% CI comparing infection with LmFn vs. LmSd at a given time point and 1
P<0.05 95% CI comparing infected groups (LmFn or LmSd) to naive control mice. The results are compiled from at
least 4 independentexperiments for each time point. (D) Gating strategy and representative flow cytometry data for
naive and infected mice(day 56). The percentages refer are calculated on live singlets (CD19* cells, CD3e" cells) or
on the parent population (B and T cell subsets).
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Figure S3.6. Cell culture comparing infected groups (LmFn or LmSd) to naive control mice. CFU-M:
ColonyForming Unit M (macrophages and monocytes); CFU-C: Colony-forming unit cell.
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4 DISCUSSION

La leishmaniose cutanée est la forme la plus courante de leishmaniose et est présente
sur quatre continents. Elle provoque des Iésions cutanées, principalement des ulcéres, sur les
parties exposees du corps, laissant des cicatrices a vie et de graves handicaps ou stigmatisation
(OMS, 2020). Aprés linoculation, les promastigotes sont phagocytés par les cellules
phagocytaires du systéeme immunitaire. Ce processus induit la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires qui, a leur tour, activent les cellules a produire d'espéces réactives de I'azote et
de l'oxygene pour tuer le parasite e contréler l'infection (Cotterell, Engwerda et al. 2000, Torres-
Guerrero, Quintanilla-Cedillo et al. 2017). Comprendre les mécanismes immunologiques de
L’interaction héte-pathogéne est d'une importance primordiale pour la recherche et le
développement de thérapies médicamenteuses, telles que de nouveaux médicaments qui ciblent

les fonctions de 'hote.

Les parasites Leishmania ont développé plusieurs mécanismes pour contourner les
efforts des cellules de I’'hotes pour restreindre la croissance des parasites et I'établissement de
la maladie (Gupta, Oghumu et al. 2013). Dans le cas de LC, en général, I'activation des cellules
T, la migration accrue des neutrophiles et des monocytes et les cytokines inflammatoires en
réponse a I'agent pathogéne, jouent un réle important dans la guérison de la maladie (Charmoy,
Hurrell et al. 2016, Lee, Charmoy et al. 2018). Nos résultats suggérent que ce processus de
réponse immunitaire active la CSH a se diviser en cellules de lalignée myéloide afin de fournir
des cellules qui migrent vers le site d'infection pour combattre le parasite. De plus, les
monocytes et les macrophages jouent un role central dans la pathogenése de toutes les formes
de leishmaniose, y compris cutanée et viscérale. Par conséquent, cette étude présente
également des preuves du réle des cellules myéloides en tant que niche réplicative du parasite.
Ceci est conforme aux découvertes récentes qui montrent que les macrophages ont pour
fonction d'étre une niche réplicative initiale, des effecteurs antimicrobiens, des
immunorégulateurs et un refuge sir pour les parasites qui persistent aprées la guérison clinique
(Bogdan 2020, Lopes, Dos Santos et al. 2021).

Quand on regarde l'induction de I'hématopoiése lors d'une infection, des travaux ont déja
montré que l'activation des cellules progénitrices hématopoiétiques de la MO et l'induction
subséquente d'une hématopoiése adaptée a l'infection et a I'inflammation peuvent entrainer des
conséquences positives ou négatives sur la réponse immunitaire de I'néte et la récupération

hématopoiétique, selon le type et la durée du stimulus (Pietras, Mirantes-Barbeito et al. 2016,
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Abidin, Hammami et al. 2017, Boettcher and Manz 2017, Takizawa and Manz 2017). Nous avons
déja montré que la myélopoiése induite par l'infection favorisait I'expansion du parasite au cours
de la LV expérimentale, notamment en augmentant la génération de monocytes hautement
sensibles a l'infection par le parasite (Abidin, Hammami et al. 2017), et contribuait a la
suppression des réponses des lymphocytes T (Hammami, Abidin et al. 2017). Notre hypothése
était que la dissémination des parasites vers la MO n'était pas strictement requise pour une
réponse hématopoiétique et qu'une infection persistante par la L. major cutanée, favoriserait
également la différenciation myéloide. Nous avons constaté que l'infection intradermique de
souris C57BL/6 dans l'oreille avec une souche persistante de L. major induit I'expansion des
progéniteurs myéloides dans la MO et la rate contrairement a une infection avec une souche avec
guérison spontanée, et favorise I'augmentation du nombre de cellules myéloides non seulement
dans la Iésion cutanée mais aussi dans la rate. Nos résultats suggérent en outre une suppression
des réponses inflammatoires a des moments tardifs chez les souris infectées par la souche
persistante, soulignent I'importance de prendre en compte l'altération de la production cellulaire

dans la MO lors de I'analyse des interactions hote-pathogéne in vivo.

Il a été suggéré que la myélopoiése améliorée contribue a la prolifération du parasite
Leishmania en générant des « cibles slres », ou des cellules permissives dans lesquelles le
parasite peut se cacher de I'n6te de la réponse immunitaire, depuis un certain temps (Cotterell,
Engwerda et al. 2000). Une fois la LV établit, I'infection chronique dans la MO est associée a des
signes d'insuffisance de la MO si elle n'est pas traitée (Abidin, Hammamiet al. 2017). L'impact
d'une infection cutanée intradermique sur la fonction de la MO n'a pas été complétement étudié.
Le rapport initial de Mirkovich et al. a trouvé de légéres augmentations del'activité de formation
de colonies dans la rate mais pas dans la MO de souris C57BL/6 infectées par voie intracutanée

avec un grand nombre (5x10°) de promastigotes (Mirkovich, Galelli et al. 1986).

Nos résultats utilisant un plus petit nombre de parasites, mais plus riche de la forme
infectieuse au point d'inoculation, car méme si nous observons une augmentation des cellules
progénitrices myéloides dans les deux organes, il n'y avait pas d'accumulation de cellules
myéloides dans la MO. Ces résultats sont trés similaires a ce que nous avons également
rapporté sur le modéle murin de LV (Abidin,Hammami et al. 2017). En revanche, nous n'avons
détecté aucun parasite viable dans la MO, de sorte que I'absence du parasite dans la MO
suggeére fortement que L. major reste confiné au derme cutané et aux ganglions lymphatiques
drainants, comme on s'y attendait généralement. Une faiblesse de notre travail qui pourrait

contribuer davantage a cette recherche serait de réaliser également une culture pour la
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détection du parasite dans les ganglions lymphatiques, cequi nous donnerait plus de certitude

sur la cinétique d'infection dans d'autres organes importantsdans la réponse immunitaire.

De faibles nombres de parasites L. major ont été signalés dans la rate par d'autres

groupes utilisant d'autres souches du parasite, d'autres modes d'infection et/ou une dose de

parasites plus élevée (Martinez-Lopez, Iborra et al. 2015, Paduch, Debus et al. 2019). Il reste
donc possible que des méthodes de détection plus sensibles, telles que la PCR quantitative de
génes a nombre de copies élevé, donnent un résultat différent. Cependant, les méthodes basées
sur la PCR sont également plus susceptibles de surestimer la quantité d'agents pathogenes
viables et peuvent détecter le matériel génétique restant d'une infection avortée ou d'un contact
récent avec I'agent pathogéne qui a été éliminé (Pedrosa, Ximenes et al. 2013, Bullard, Dust et
al. 2020). Plus précisément dans le cadre de notre étude, des cellules telles que les neutrophiles
(Furze and Rankin 2008, De Filippo and Rankin 2020) ou les cellules dendritiques migratratoires
(Martinez-Lopez, Iborra et al. 2015), pourraient apporter du matériel parasitaire phagocyté de la
peau ou des ganglions lymphatiques drainants vers la MO et la rate. Pour cette raison, nous
avons décidé de réaliser une culture in vitro pour la détection du parasite dans la MO afin de
mettre en évidence la présence du parasite et pas seulement le matériel génétique parasitaire
ou un sous-produit dela réponse immunitaire a l'infection. Aprés tout, la présence du parasite
dans la MO conduirait a une réponse immunitaire in situ et, au méme temps, I'activation de la
production de cellules myéloides afin de contrdler l'infection parasitaire sous-cutanée. Il est
important de souligner que la clairance des neutrophiles dans la MO pour combattre une
infection locale, pourrait aussi stimuler également une granulopoiése supplémentaire (Furze
and Rankin 2008).

Alors que la contribution des neutrophiles et des macrophages dermiques aux Iésions
persistantes dans l'oreille de souris infectée par LmSd a déja été décrite (Sacks and Noben-
Trauth 2002, Charmoy, Hurrell et al. 2016), I'importance de l'infiltration des monocytes n'a pas
été établie. Les monocytes sont infectés par L. amazonensis, une autre espéce de Leishmania
provoquant la LC (Carneiro, Lopes et al. 2020) et leur présence est requise pour I'expansion
précoce du parasite dans ce modele. Méme si la souche persistante de L. majorinfecte
préférentiellement les monocytes dermiques qui sont indépendants des monocytes circulants a
des moments précoces, les macrophages issus de monocytes ou les neutrophiles sont
également dans une plus grande mesure infectée par la souche avec guérison spontanée
(Sacks and Noben-Trauth 2002, Charmoy, Hurrell et al. 2016). De plus, la contribution des

monocytes au maintien des macrophages dermiques a des moments ultérieurs (aprés plus d'un
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mois) ne peut étre complétement exclue, car des expériences utilisant des chiméres de la MO
ont montré une contribution d'environ 25 % des cellules donneuses dérivées de la MO au

compartiment macrophage dermique a 16 semaines (Lee, Charmoy et al. 2018).

La libération continue de cellules myéloides nouvellement différenciées de la MO vers
lacirculation pourrait également ne pas permettre leur accumulation dans la MO malgré
leur synthése améliorée. Contrairement a la MO, les monocytes et les cellules dérivées de
monocytes se sont accumulés dans la rate des souris infectées par la souche LmSd persistante.
Cette accumulation s'est également accompagnée d'une augmentation des cellules
progénitrices myéloides, suggérant que certaines de ces cellules pourraient bien étre le résultat
d'une différenciation myéloide dans la rate. Une étude a déja été démontré dans le modéle
hamster de la leishmaniose viscérale qu'au moins certaines des cellules myeéloides s'accumulant
dans la rate pouvaient étre le résultat d'une prolifération intrasplénique (Osorio, Medina-Colorado
et al. 2020); cependant, cela n'exclut pas la contribution potentielle d'une myélopoiése accrue,
car les cellulesimmatures sont plus susceptibles de proliférer que les cellules myéloides

matures.

La Population des monocytes Ly6C+ CCR2+ peuvent devenir aussi des cellules hbtes
pour le parasite. Une étude récente, utilisant un biocapteur pour mesurer la prolifération d'agents
pathogénes dans les tissus vivants a révélé que les phagocytes Ly6C + CCR2 + dérivés de
monocytes exprimant CD11c constituaient le principal type de cellule hébergeant L. major a
prolifération rapide dans une infection en cours. La recherche a montré que les cellules hotes
nouvellement recrutées étaient infectées quel que soit leur type cellulaire ou leur stade de
maturation si bien que parmi ces cellules, les monocytes qui expriment le CD11c sont plus
permissifs a la prolifération des pathogénes et donc alimentent principalement la prolifération
intracellulaire et la prolifération cellulaire et le transfert de cellule a cellule au cours d'une
infection aigué. Ainsi, les cellules dérivées de monocytes qui expriment CD11c seraient un
réservoir pour les parasites a prolifération rapide qui se propagent au site de l'infection (Heyde,
Philipsen et al. 2018).

Nos résultats montrent une accumulation de plaquettes et une augmentation de la
cellularité globale de la rate chez les souris infectées par la souche LmSd, suggérant en outre
que la rate pourrait étre un site d'hématopoiése active dans la leishmaniose cutanée persistante.
L'hématopoiése extra-médullaire est courante lorsqu'il y a une inflammation chronique dans la
MO et I'exportation spécifique de cellules progénitrices a fort potentiel de mégacaryopoiése, ou

de production de plaquettes, a été rapportée en réponse a une signalisation inflammatoire aigué
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pour favoriser la récupération plaquettaire (Haas, Hansson et al. 2015). Une étude de 2011
suggére que les plaquettes peuvent également influencer le systéme immunitaire contre
l'infection par la L. major. La sous-population de monocytes GR1 (Ly6C) qu’est rapidement
recrutée dans les Iésions pour touer efficacement les parasites L. major dépend du récepteur
dechimiokine CCR2 et de Il'activation des plaquettes. Les plaquettes activées sécretent un
facteur de croissance dérivé des plaquettes, qui induit la libération rapide de CCL2 par les
leucocytes etles cellules mésenchymateuses. Ainsi, cette découverte nous éveille également a
comprendre le role des plaquettes dans la réponse contre L. major car le recrutement sélectif
d'une sous-population de monocytes effecteurs a partir du sang pour tuer efficacement ce
parasite intracellulaire, pourrait contenir la participation des plaquettes (Goncalves, Zhang et al.
2011).

Concernantl'infection dans I'oreilles des souris, nos résultats identifient un sous-ensemble
de cellules myéloides Sca-1 + CD71 + MHC-II + qui est assez spécifique pour les souris infectées
par la souche LmSd persistante et nous proposons qu'il représente un sous-ensemble dérivé
de monocytes qui a régulé a la hausse expression de Sca-1 in situ en réponse a l'infection, car
nous avons précédemment observé que l'infection par Leishmania seule était suffisante pour
favoriser I'expression de Sca-1 in vitro (Abidin, Hammami et al. 2017). La régulation a la hausse
de l'expression de Sca-1 et du CMH-II par les monocytes a également été associée a
I'acquisition d'une fonction régulatrice dans l'infection a Toxoplasma gondii (Askenase, Han et al.
2015), tandis que les cellules myéloides Sca-1+ contribuent aux lésions tissulaires et a la
mortalité lors d'une infection expérimentale par Staphylococcus aureus (Park, Kim et al. 2020).
La connaissance de ces études suggére que les cellulles myéloides Sca-1+ et CMH-II+ de la
peau pourraient représenter des « safes houses » pour la L. major. L'expression de CD71 a été
liée aux monocytes activés ainsi qu'aux macrophages tissulaires et des niveaux élevés de CD71
ont été rapportés, par exemple, chez des patients atteints de leishmaniose dermique post-Kala
Azar, a la fois dans les lésions cutanées et dans les monocytes circulants (Dighal,
Mukhopadhyay et al.2020). Une recherche possible que nous pouvons faire a I'avenir serait de
réaliser une infection et culture in vitro de cellules qui expriment Sca-1 et CMH-II et aussi CD71
pour déterminer si ces types de cellules seraient, d'une certaine maniére, une adaptation de
survie du parasite contre leur élimination. En méme temps, caractériser le réle des monocytes
de fonction régulatrice et établir des relations avec la sévérité de l'infection par la souche

résistante pour I'analyse de l'infection et I'évaluation des cytokines régulatrices.

Le contrdle de la LC dépend fortement de réponses Th1 précoces et efficaces dans la

peau et dans les ganglions lymphatiques drainants (Kaye and Scott 2011, Martinez-Lopez,
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Iborra et al. 2015, Charmoy, Hurrell et al. 2016). Une réponse Th1 inefficace, comme celle
observée chez les individus immunodéprimés (Barro-Traore, Preney et al. 2008), chez les
souches de souris génétiguement modifiées (Martinez-Lopez, Iborra et al. 2015) ou chezla
souche de souris Balb/c sensible (Sacks and Noben-Trauth 2002, Kaye and Scott 2011),
entraine une propagation systémique, en particulier avec une charge parasitaire élevée. La
population lymphocytaire dans le derme reste majoritairement biaisée en Th1 méme dans
l'infection persistante a L. major (Lee, Charmoy et al. 2018); cependant, la production de
cytokines dans ce cas a été évaluée par coloration intracellulaire de lymphocytes restimulés par
PMA/ionomycine et représente ainsi plus précisément la production potentielle plutdét que réelle
in vivo. Les cellules suppressives myeloides dérivées de neutrophiles et de monocytes peuvent
inhiber les réponses lymphocytaires spécifiques a I'agent pathogéne et contribuer aux Iésions
tissulaires (Norris, Uebelhoer et al. 2013, Hammami, Abidin et al. 2017, Park, Kim et al. 2020)
et pourraient ainsi contribuer a favoriser la persistance du parasite et le développement de
lésions cutanées en cas d'infection persistante. Enfin et surtout, les lymphocytes T CD8+ sont
également importants au cours de l'infection par L. major, certaines études ont également
indiqué que les cellules T CD8+ jouent un role vital dans la défense immunitaire par la production
de cytokines et leur activité cytotoxique et la production excessive de médiateurs pro-
inflammatoires favorisent un recrutement amplifié de cellules. Cela pourrait étre corrélé a une
réaction inflammatoire excessive et aboutir finalement a la destruction des tissus et au
développement de l'immunopathogenése (Sacks and Noben-Trauth 2002, Maspi, Abdoli et al.
2016, Dayakar, Chandrasekaran et al. 2019).

L'activation des CSH et de la monopoiése accrue dans la LV ont été attribuées au
recrutement de lymphocytes T CD4+ producteurs d'IFN- y dans la MO (Pinto, Brownet al. 2017,
Romano, Brown et al. 2021). Nous n'avons observé aucune accumulation de lymphocytes T
CD4+ dans la MO des souris infectées par les deux souches, mais cela ne prouvepas a lui seul
qu'il ne pourrait pas y avoir d'augmentation spécifique des cellules productrices d'IFN- y, méme
si I'IFN- y libre les niveaux étaient trés faibles dans le plasma de la MO. Cependant, il y avait
une diminution significative des facteurs sensibles a I'lFN- v, tels que CXCL9/MIG et CXCL10/IP-
10, dans la MO des souris infectées par le LmSd, suggérant que la réponse a I'IFN- y était
atténuée en cas d'infection persistante. Une approche expérimentale que nous pourrions utiliser
a l'avenir pour comprendre cette réponse atténuée a I'IFN- y serait d'effectuer un scRNA-seq
car cette technique nous permettrait de caracteriser des populations cellulaires hétérogénes, de

reconstruire des trajectoires de développement cellulaire et de comprendre la modélisation de
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la dynamique de la transcription. Le réle de I'lFN- y dans la myélopoiése reste dépendant du
contexte, ce qui rend difficile l'interprétation de I'importance fonctionnelle de notre découverte.
D'une part, I'IFN- y est important pour I'amorgage des macrophages et les réponses effectrices
microbicides, y compris la régulation positive d'iNOS, une enzyme clé pour le contréle de la
prolifération des leishmanies (Murray and Nathan 1999, Sacks and Noben-Trauth 2002, Kaye
and Scott 2011, Kima and Soong 2013, Paduch, Debus etal. 2019).

Les parasites Leishmania sont également bien connus pour leur capacité a supprimer la
réponse des cellules hoétes a I'IFN y pour favoriser leur survie a l'intérieur des macrophages
infectés (Dogra, Warburton et al. 2007, Matte and Descoteaux 2010). Des réponses I'lIFN-y
réduites dans la MO, en particulier chez les souris infectées par la souche persistante,
indiqueraient ainsi une capacité réduite a contréler le parasite, en particulier si cette réactivité
réduite est transportée vers le derme cutané et cela serait possible grace a modification
épigénétiques et « trained immunity » ou la mémoire des cellules du systéme inné (Dos Santos,
Barroso de Figueiredo et al. 2019, Khan, Downey et al. 2020). D'autre part, une exposition
précoce a I'lFN- y au cours de la différenciation myéloide peut également avoir un impact négatif
sur la fonction des monocytes, comme le montre I'induction de monocytes régulateurs dans le
modele murin de la toxoplasmose (Askenase, Han et al. 2015). Une alternative a I'avenir pour
évaluer les changements épigénétiques serait de verifier si les progéniteurs myéloides de souris
infectées contiennent ces changements épigénétiques via ATAQ-seq, méthylome de I'’ADN,
etc., puis d'évaluer si la voie de I'lFN-y pourrait étre spécifiquement impliquée ou régulée
négativement l'expression du récepteur ou la surexpression de régulateurs négatifs par
détection de I'IFN-y en culture in vitro. De futures études examinant le réle fonctionnel des
progéniteurs myéloides dans la MO et la rate de souris infectées par LmSd devraient nous
permettre de répondre a nombreuses questions : Si on part de I'hnypothése que les cellules
myéloides sont plus sensibles a l'infection, on pourrait isoler les cellules myéloides soit de la
peau, soit de la moelle osseuse (Abidin, Hammami et al. 2017) ou encore de la rate, ainsi que
les progéniteurs et les exposer au parasite en culture pour vérifier quelles cellules et de quels
organes sont les plus sensibles a l'infection ainsi que la production de I'lFN-y.

En bref, la réponse immunitaire a l'infection par Leishmania initiée par les cellules
immunitaires innées, suivies d'une réponse immunitaire a médiation cellulaire est principalement
cruciale pour un controle efficace de l'infection a leishmanie, et par conséquent, les cellules T
sont vitales pour le développement de la résistance. Par ailleurs, nos résultats indiquent que la
présence d'une infection active et généralisée dans la MO n'est pas nécessaire pour l'induction

d'une réponse hématopoiétique adaptée a l'infection et soulignent I'importance de considérer les

71



altérations hématopoiétiques lors de I'analyse in vivo des interactions héte-pathogene. Afin
d'obtenir des données plus significatives concernant la nature de la réponse immunitaire
responsable par la guérison ou par la susceptibilité aux infections par LC, d'autres études
approfondies des modéles murins a l'infection humaine axées sur la modulation immunitaire liés
a l'augmentation et l'induction de la lignée méloidé, aux cellules immunosuppressives, la
production de cytokines et d'anticorps qui composent le processus de réponse immunitaire,
devraient étre menées pour développer de meilleures options thérapeutiques et stratégies

vaccinales a cette maladie tropicale négligée, une de plus importante.
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5 CONCLUSION

Ce projet de maitrise visait a comprendre Il'activation des CSH et les cellules
immunitaires impliquées dans le processus d’activation a partir d'un modéle murin d'une
infection cutanée par le parasite L. major ainsi qu'a caractériser la réponse dans les premiéres
heures de l'infection et également lorsque l'infection parasitaire devient chronique, en utilisant
deux souches de parasites : une auto-curable autre persistant. Nos résultats ont été générés
aprés l'inoculation intradermique de L. major et montrent I'accumulation de cellules progénitrices
a prédisposition myéloide et de cellules myéloides matures chez des souris infectées par la
souche LmSd, provoquant des Iésions persistantes par rapport aux souris infectées par une
souche transitoire ou a des contréles naifs. Ces résultats démontrent que la présence de 'agent
pathogéne dans la MO n'est pas requise pour l'induction d'une réponse hématopoiétique
adaptée a linfection et soulignent l'importance de prendre en compte les altérations

hématopoiétiques lors de I'analyse des interactions héte- pathogéne in vivo.

La réponse immunitaire a l'infection par la L. major est principalement initiée parles
cellules immunitaires innées suivies par la réponse immunitaire humorale. La réponse
immunitaire innée et a médiation cellulaire est principalement cruciale pour un contréle efficace
de l'infection, de sorte que comprendre les effets de l'infection sur la peau et en particulier sur
la MO, ou se trouvent les cellules souches hématopoiétiques qui produisent, en plus des
globules rouges et des plaquettes, les leucocytes qui font partie du systéme immunitaire, est
extrémement important pour comprendre la physiopathologie de la maladie. Dans I'ensembile,
cette recherche a montré que l'infection cutanée persistante par le parasite L. major souche
Seidman provoque une I'expansion des progéniteurs myéloides dans la MO et la rate, et
favorise I'augmentation du nombre de cellules myéloides dans la Iésion cutanée et dans la rate,
de plus, nos résultats suggérent une suppression des réponses inflammatoires par la souche
persistante dans le jour 56. Un point important sur lequel réfléchir serait de surveiller les niveaux
de cytokines et de chimiokines dans la Iésion et dans la rate au jour 56. Analyses futures afin
de comparer si les niveaux de cytokines et chimiokines seraient différents de la MO, ou méme
si d'autres cytokines et chimiokines agiraient dans le processus infectieux chronique, nous
permettrait de vérifier si la suppression, mise en évidence dans la MO, arriverait aussi in situ et

dans un autre organe hématopoiétique.

Une autre observation relevant de cette recherche est lié a I'immunoprotection par des

cytokines et leur production amplifiée peut conduire simultanément a une immunopathogenése.
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La production excessive de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires conduit a un
recrutementamplifié de cellules du sang, de sorte une production accrue de cytokines pro-
inflammatoires pourrait étre associée a une réaction inflammatoire excessive et éventuellement
altérer la destruction des tissus et le développement des Iésions aprés une infection par
Leishmania, de sorte que, la suppression des réponses dans notre modéle pourrait représenter
une forme de compromis pour limiter les dommages tissulaires ou la tolérance, étant donné que

le parasite n'apas l'intention de détruire I'hbte.

Comprendre les mécanismes immunologiques associés a l'infection a L. major, nous
permettra de réfléchir aux thérapies qui peuvent étre utilisées pour contréler linfection.
L'administration de cytokines, par exemple, pourrait étre une approche possible pour modifier les
effets biologiques associés aux maladies immunitaires, ainsi qu’un développement possible de
la culture cellulaire in vitro de CSH pour cette production de cytokines en réponse a Leshmania
pourraient, par exemple, constituer des thérapies potentielles a l'avenir. En bref, I'objectif
général de cette recherche serait de signaler l'importance dans les études des cellules
myéloides et des cytokines et chimiokines produites pour contrdler l'infection parasitaire afin,
par exemple, de nous permettre de produire des thérapies basées sur ces substances qui
pourraient étre utilisées comme médicaments pour controler et méme éradiquer l'infection, en
particulier chez les patients immunodéprimés. Afin d'obtenir des données plus significatives
concernant la nature de la réponse immunitaire responsable de la guérison ou de la susceptibilité
aux infections a LC, d'autres études approfondies allant de modéles murins a l'infection humaine
axées sur la modulation immunitaire peut étre utile pour la possibilité de développer des
stratégies vaccinales ou thérapeutiques pour ce type de maladie tropicale négligée qui touche

une grande partie de la population mondiale.
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