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Chapitre 1 : L’asthme allergique

Chapitre 1: L’asthme allergique

1.1. Données épidémiologiques

L’allergie est une réaction d’hypersensibilit¢ de type I caractérisée par la production
d’immunoglobulines de type IgE (Immunoglobuline E) contre les antigénes (appelés
allergénes dans les maladies allergiques) qui peuvent entrer dans le corps via le tractus
respiratoire, le tractus gastro-intestinal, la peau et par voie systémique. Les patients
allergiques peuvent présenter une variété de manifestations cliniques en fonction de 1’organe
expos¢ a I’allergéne comme 1’asthme allergique, la rhinite allergique, les maladies allergiques
cutanées, la rhinoconjonctivite, les allergies alimentaires et le choc anaphylactique.

Des études épidémiologiques estiment la prévalence cumulée des maladies allergiques a 25-
30% dans les pays industrialisés. Parmi les maladies allergiques, I’OMS (Organisation
Mondiale de la Santé publique) estime que I’asthme atteint 300 millions de personnes dans le
monde, que sa fréquence augmente régulierement depuis 40 ans et que la mortalité associée a
I’asthme reste inquiétante, avec plus de 250 000 déces par an dans le monde (1).

Bien que les connaissances concernant la maladie aient progressé¢ ces derniéres décennies
grace aux études cliniques, pharmaceutiques et a la recherche expérimentale, plusieurs aspects
de la physiopathologie de cette maladie ne sont pas encore connus précis€ément et plusieurs
questions restent posées. De méme les traitements actuellement disponibles sont efficaces
dans un nombre limit¢é de cas ce qui exige le développement de nouveaux outils

thérapeutiques.

1.2. Définition de I’asthme

Anciennement caractéris€ comme une maladie causée par le spasme des muscles lisses des
bronches, 1’asthme est maintenant défini comme une pathologie inflammatoire complexe qui
résulte d’une activation inapproprié¢e du systeme immunitaire. L’infiltrat inflammatoire de la
muqueuse bronchique est polymorphe comprenant des €osinophiles, mais également des
lymphocytes T a prédominance CD4", des mastocytes, et des neutrophiles. L’inflammation
persistante provoque des modifications morphologiques du tissu des bronches qui se
caractérise par la formation de collagéne sous la membrane basale, I’hypertrophie des cellules

productrices de mucus et une augmentation de la prolifération des cellules musculaires lisses
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(figurel) (2, 3). Cette inflammation chronique est associ¢e a une hyperréactivité bronchique
qui se traduit par une dyspnée paroxystique (essoufflement, difficulté a respirer avec une
augmentation de la fréquence et de I'amplitude des mouvements respiratoires), une respiration
sifflante et une toux séche parfois associée a une expectoration séro-muqueuse. Ces crises
peuvent ¢étre calmées par l'utilisation d’un traitement symptomatique comme les
bronchodilatateurs. Les crises d'asthme peuvent aller du simple essoufflement a l'insuffisance

respiratoire grave, nécessitant une hospitalisation.

vasodilatation
oedeme

hypersécrétion
de mucus

Figure 1. Coupe schématique d'une bronche d'un patient asthmatique

1.3. KEtiologie de ’asthme.

L’asthme est une maladie multifactorielle dans laquelle sont impliqués différents facteurs de

risque endogenes et exogenes (figure 2).
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'Developing' countries 'Westernized" countries
Large family size Small family size
Bural homes, livestock Affluent, urban homes
Intestinal microflora-variable, transient Intestinal microflora-stable
Low antibictic use High antibiotic use
High helminth burden Low or absent helminth burden
Poor sanitation, high orofascal burden Good sanitation, low orofaecal burden

/:::::::::::::—“ \ Allergic discrders

Mon-allergic {asthma, eczema and rhinitis)

Figure 2. Allergie: génes et environnement..

Une augmentation de la prévalence de 1’allergie a été observée principalement dans les sociétés modernisées au
cours des derniéres décennies. Des facteurs génétiques et environnementaux influencent 1’étiologie de 1’asthme.
L’augmentation récente de la prévalence des allergies et de I’asthme est considérée comme étant principalement
due aux changements qui ont eu lieu dans I’environnement des pays développés comme une conséquence de la
modernisation. Une comparaison des conditions environnementales dans les pays développés et en
développement a fourni de nouvelles indications sur les causes possibles.

Adapté de Wills-Karp M., Nature Reviews Immunology 2001.

1.3.1. Facteurs de risque endogéne

1.3.1.1 Le terrain génétique
Le terrain atopique est le principal facteur causal de I’asthme. L’atopie est une aptitude
anormale d’un individu a synthétiser des IgE spécifiques dirigées contre les allergeénes
naturels entrant en contact avec ’organisme par des voies naturelles. Il s’agit d’allergies a
caractére héréditaire diagnostiquées dans les familles (4).
Le terrain génétique est un ¢lément essentiel de la maladie asthmatique surtout chez I’enfant.
Ainsi considérant que le risque allergique moyen d’un enfant pris au hasard dans la
population est de 20 %, celui d’un enfant ayant un parent allergique sera de 40% a 45 % et
celui d’un enfant né de parents tous deux allergiques approchera les 80-90 % (5).
Les études des familles et les analyses des associations cas-témoin ont identifié un nombre de
régions chromosomiques qui sont associées a la susceptibilité de I’asthme.
Les analyses génétiques ont tout d’abord mis en évidence des régions dans le génome qui

contiennent des geénes prédisposant aux maladies allergiques. Puis, la mise en évidence des
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SNP (Single Nucleotide Polymorphism; soit la modification d’un seul nucléotide par rapport a
la séquence d’ADN normale) a offert la possibilité¢ de caractériser ces genes et leur variant

génétique (ou ensemble de variants) et d’associer ainsi des polymorphismes de ces génes avec

la maladie (tableau 1).

Gene Chromosome  Function and pathway Common variants
GSTMI 1p13.3 Environmental and oxidative stress — detoxification +/null

FLG g3 Epithelial barrier integrity Arg510X, 2282del4
[[R)] 193l-q32 Immunoregulation —1082A/G, —571C/A
CTLA4 193 T-cell-response inhibition and immunoregulation —318C/T, 49A/G
IL13 5g31 T,2 effector functions —N2C/T, Argl30GIn
L4 5q311 T,2 differentiation and IgE induction —589C/T, +33C/T
cDi4 5g311 Innate immunity — microbial recognition —17AG/A, —260C/T
SPINKS 5q32 Epithelial serine protease inhibitor Glu420Lys

ADRB2 5g31-q32 Bronchial smooth-muscle relaxation Argl6Gly, GIn27Glu
HAVCRI 5g33.2 T-cell-response regulation — HAY receptor 5383_5397del
LTC45 535 Cysteinyl leukotriene biosynthesis — inflammation  —444A/C

LTA 6p21.3 Inflammation Meol (intron 1)

TNF 6p21.3 Inflammation —308G/A, 857C/T
HLA-DRBT  6p21 Antigen presentation Multi-SNP alleles
HLA-DQB!  6p2l Antigen presentation Multi-SNP alleles
HLA-DPEI  6p21 Antigen presentation Multi-SNP alleles
GPRA 7pl43 Regulation of cell growth and neural mechanisms Haplotypes

NATZ 8p22 Detoxification of drugs and carcinogens Slow acetylation SNPs
FCERIB Tgi3 High-affinity Fc receptor for IgE lle18lLeu, Gly237Glu
ccls Tigl2.3-q131 Epithelium-derived anti-inflammatory protein 3BA/G

GSTPI Ngl3 Environmental and oxidative stress — detouification  Ilel05Val

i Ng22.2-q22.3 Induction of IFNyand TNF —656T/G, -137G/C
STATE 12g13 IL-4 and IL-13 signalling 2964G/A, [GT)n exon 1
NOST 12q242-q24.31  Nitric oxide synthesis — cell—cell communication 3391C/T, 5266C/T
CMAT 14q1.2 Mast-cell chymotryptic serine protease BstX1, —1903G/A
IL4R 16p121-pl2.2 ai-chain of the IL-4 and IL-13 receptors lle50Val, GluS51Arg
ccn 7g211-g21.2 Epithelium-derived eosinophil chemoattractant Ala23Thr, —1328G/A
CCL5 T7qn.2-qi2 Monocyte, T-cell and eosinophil chemoattractant —403A/G, —28C/G
ACE 7g233 Inactivation of inflammatory mediators In/del

TBXAZR 19p13.3 Smooth-muscle contraction, inflammation 924T/C, 795T/C
TGFBI 19q131] Immunoregulation, cell proliferation —509C/T

ADAM33 20p13 Cell—cell and cell-matrix interactions Multiple SNPs
GSTTI 22gn.23 Environmental and oxidative stress — detoxification  A/null

Tableau 1. Les principaux génes de susceptibilité associés a I’asthme et a I’allergie.

Adapté a partir de Vercelli D., Nature Reviews of Immunology 2008.

Par exemple, I’IL-13Arg130 (un SNP qui induit la substitution d’une arginine en position 130
par une glutamine) est ’expression d’un variant du géne codant pour I’'IL-13 (principale
cytokine de I’inflammation allergique dans I’asthme) dont ’activité biologique est augmentée
(6). Ce polymorphisme est associé aux taux élevés des IgE totaux sériques et a une
augmentation du risque de développer un asthme (7) et de 1’atopie (8).

Autre exemple, un SNP du promoteur du geéne de I’'[L-13 (L’IL-131112CT) conduit a une
expression accrue de I'IL-13 dans les cellules Th2. La présence de ce polymorphisme

prédispose également au développement de 1’asthme (9, 10).
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1.3.1.2 Les facteurs psychologiques et hormonaux

Le stress psychologique comme les émotions, les contrariétés, 1’anxiété et les tensions, peut
étre a I’origine du déclenchement d’une crise d’asthme (11).

Les hormones affectent le développement de 1’asthme allergique. Les études
épidémiologiques ont rapporté une prévalence plus ¢€levée de 1’asthme chez les gargons
pendant I’enfance et chez la femme a 1’dge adulte (12, 13). D’un point de vue clinique, la
période prémenstruelle est une période a risque. Il existe un autre pic de prévalence de
I’asthme au moment de la ménopause chez la femme. Les oestrogeénes et/ou la progestérone
peuvent altérer les fonctions pulmonaires et aggraver 1’asthme chez les femmes pendant les
périodes prémenstruelles et menstruelles (14).

Les études des différentes populations de patients allergiques confirment que [’asthme
allergique est une maladie multifactorielle et que le contexte environnemental extérieur joue

¢galement un réle prédominant dans cette pathologie.

1.3.2. Facteurs de risque exogeéne
Au cours de ces dernieres années, la prévalence de 1’asthme a pratiquement doublé dans la

plupart des pays industrialisés surtout chez les sujets jeunes (15). Bien que les facteurs
génétiques prédisposent a cette maladie, il est peu probable que le caractére génétique soit a
I’origine de cette brutale augmentation en moins d’un quart de siécle, ce qui suggere que la
cause probable de cette épidémie est liée a I’environnement (15).

1.3.2.1 Facteurs environnementaux
i. Exposition aux allergenes

Il n’y a pas une allergie sans allergene. Les allergenes sont des antigénes capables d’induire
sous certaines conditions la syntheése d’IgE spécifique chez les individus prédisposés et de se
lier spécifiquement a ces molécules d’IgE fixées a la surface des cellules effectrices,
déclenchant ainsi la réaction allergique (16).

Globalement, les allergenes sont divisés en cinq types: les pneumoallergenes, les
trophoallergenes, les allergénes de contact, les allergenes médicamenteux et les venins
d’hyménopteres. Les pneumoallergénes, véhiculés par 1’air, comprennent principalement les
acariens de la poussiere de maison (Dermatophagoides pteronyssinus et Dermatophagoides
farinae), les pollens végétaux (ambroisie, cypres, bouleau, platane) et les allergenes issus des
animaux (poils, squame d’animaux tels que les chiens, les chats et les débris d’insectes), mais

¢galement les moisissures dans les habitats humides.
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Ces pneumoallergénes entrainent généralement des manifestations respiratoires,
conjonctivales ou oculaires. Les trophoallergénes sont présents dans de nombreux aliments
(ceufs, lait, poissons, crustacés, arachide..) et sont responsables des manifestations digestives
mais également cutanées. Les allergénes de contact tel que le latex, causent majoritairement
des réactions allergiques cutanées mais peuvent dans certains cas provoquer de I’asthme et
des chocs anaphylactiques. Les allergies médicamenteuses (antibiotiques, certains
anesthésiques) induisent de simple réaction urticarienne ou des chocs anaphylactiques. Les
venins d’hyménopteres peuvent induire des réactions allergiques violentes comme le choc
anaphylactique et I’cedéme de Quincke.

Quelles sont les caractéristiques d’un allergene?

La caractérisation des allergénes a ét¢ une condition préalable a la compréhension des
maladies allergiques pour développer des stratégies d’intervention immune. Les allergénes
sont presque toujours des protéines mais toutes les protéines ne sont pas des allergeénes (17).
Ceci souléve la question de : qu’est ce qui caractérise les protéines qui sont des allergeénes
communs ?

La plupart des allergénes sont des protéines stables qui sont transportées sur des particules
séches comme les grains de pollen et les excréments des acariens. La solubilité élevée des
allergénes permettant leur élution rapide des particules séches et leur faible poids moléculaire
favorisent leur diffusion dans la muqueuse des voies respiratoires. De faibles doses
d’allergenes sont généralement en contact avec la muqueuse respiratoire ce qui favorise
I’induction des lymphocytes T CD4 " producteurs d’IL-4. Cette derniére est responsable de la
production des IgE spécifiques de I’allergéne. A noter également que la structure protéique
des allergénes doit contenir des peptides capables de se lier au complexe majeur
d’histocompatibilité de type Il (CMH II) pour induire des lymphocytes T.

Certains allergénes possédent une activité enzymatique comme Dermatophagoides
pteronyssinus (Derpl), un allergéne présent dans les excréments des acariens. Derpl est une
cystéine protéase capable de cliver les jonctions étroites entre les cellules épithéliales de la

muqueuse respiratoire ce qui favorise son acces aux cellules présentatrices de 1’antigéne sous-

épithéliales (16).
ii.Asthme professionnel

L’activité professionnelle et le lieu de travail constituent une source importante d’exposition
potentielle a des substances capables de déclencher une crise d’asthme.

Deux catégories d’agents ou de sensibilisants sont responsables de 1’asthme professionnel:
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- Des allergénes de haut poids moléculaire comme les allergénes d’origine animale (les
excréments d’animaux existants dans les laboratoires de recherche, les animaleries),
les allergénes d’origine végétale (les farines de blé, d’orge et de seigle présentes dans
les boulangeries et les patisseries)

- Des allergenes de faible poids moléculaire constitués de substances chimiques (les
isocyanates utilisés dans divers secteurs de I’industrie et de 1’artisanat sous forme de
maticres plastiques, ¢lastoméres, matériaux alvéolaires, revétements ou adhésifs.)

(18, 19).

iii. Le tabagisme

L’exposition a la fumée de cigarettes est associée a une altération de la fonction pulmonaire
chez les personnes souffrant d’asthme, a I’exacerbation de 1’asthme et & une diminution de la
sensibilité des patients au traitement par les GCs (Glucocorticoides) (20, 21). L’exposition
prénatale ou postnatale a la fumée de cigarettes est associée a des effets nocifs mesurables
dont un plus grand risque potentiel a développer des symptdmes de type asthmatique dans les

premiéres années de vie de I’enfant.

iv. La pollution atmosphérique

Une des causes parmi plusieurs de la hausse de morbidité associée aux maladies respiratoires
allergiques est la présence accrue de polluants dans 1’air (22, 23). La pollution atmosphérique
urbaine est aujourd’hui un grave probléme de santé publique. De récentes études ont bien
confirmé que cette pollution affecte la fonction pulmonaire chez les asthmatiques (24-27).
Elle provoque des endommagements de la muqueuse respiratoire et une altération de la
clairance mucociliaire ce qui facilite I’accés des allergénes aux cellules du systeme
immunitaire et favorise ainsi la sensibilisation des voies respiratoires (28-30). Ces éléments
pourraient expliquer la prévalence croissante des maladies respiratoires allergiques dans les
zones urbaines polluées (29). Les composants les plus abondants responsables de la pollution
atmosphérique dans les zones urbaines sont les particules diesel, I’azote, le dioxyde de
carbone, et I’ozone (30, 31). En outre, la température du globe terrestre est en augmentation,
principalement en raison de facteurs anthropiques (par exemple la combustion des fossiles

combustibles et les émissions de gaz a effet de serre). Le changement climatique modifie la

24



Chapitre 1 : L’asthme allergique

concentration et la distribution des polluants atmosphériques et augmente la période

saisonniére d’exposition aux pollens allergisants (28, 32).

v. L'obésité

Durant la derni¢re décennie, il est devenu évident que I’obésité est un facteur de risque pour
I’asthme. Plusieurs études menées a travers le monde montrent que la prévalence de I’asthme
est plus ¢élevée chez les obéses versus les personnes non obeses.

Plusieurs études prospectives réalisées a la fois chez I’enfant et chez 1’adulte indiquent que
I’obésité est antérieure a I’asthme et que le facteur de risque de I’incidence de 1’asthme
augmente avec I’'IMC (Indice de Masse Corporelle). L’ obésité semble également aggraver le
contrdle de I’asthme et la sévérité (33-35). Chez I’individu obése, le volume pulmonaire et le
volume courant sont réduits ce qui induit un rétrécissement des voies respiratoires. L’obésité
conduit également a un état d’inflammation systémique de bas grade qui pourrait agir sur les
poumons et exacerber 1’asthme (36).

La compréhension de cette relation entre 1’obésité et 1’asthme pourrait conduire a développer
de nouvelles stratégies thérapeutiques pour la population d’individus obéses. Le
développement de telles stratégies semble indispensable parce que les modalités actuelles de
traitement de 1’asthme ne sont pas efficaces chez les patients asthmatiques obeses (33, 34, 37,

38).
vi. L’allaitement

Des études épidémiologiques concernant le role protecteur de 1’allaitement maternel contre le
développement des maladies allergiques ont donné des résultats contradictoires. Le statut
allergique des meéres n’a pas été¢ toujours pris en considération dans ces études ce qui
expliquerait ces divergences (39, 40). Des études prospectives réalisées entre 1996 et 2000
ont conclu que la protection des enfants contre 1’asthme, suite a un allaitement maternel, était
plus élevée dans le sous-groupe des enfants issus d’une famille allergique ou atopique.

Deux autres études prospectives plus récentes réalisées sur une cohorte de 4089 (41) et 3115
enfants (42) respectivement n’ont pas confirmé ces résultats. Une derniere étude prospective
réalisée sur 1200 enfants révele que 1’allaitement maternel ne protége pas les enfants contre
I’asthme ou I’atopie voir augmente le risque d’asthme chez les enfants issus de familles
asthmatiques (43). A noter que I’exposition des meres a 1’allergéne n’a pas été évaluée dans

ces études.
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Récemment, I’équipe de Valérie Julia a démontré que la protection contre 1’asthme lors de
I’allaitement repose sur 1’induction d’une tolérance immunitaire et nécessite un transfert de
I’antigéne de la meére au nouveau-né par le lait maternel (figure 3). Dans un modele murin,
cette équipe a mis en évidence que la protection contre I’asthme exige 1’exposition des meres
a P’allergéne durant la période de lactation. La présence conjointe de I’allergéne et du TGF-3
(Transforming-Growth factord) dans le lait maternel permet d’induire des lymphocytes T
régulateurs (LTregs) responsables de la protection partielle de la descendance contre le
développement de 1’asthme. Dans cette étude, les meres n’étaient pas sensibilisées aux
antigénes inhalés (44). Par contre, cette protection contre le développement de 1’asthme est
plus importante et de longue durée quand les souris nouveau-nées sont allaitées par des meres
sensibilisées a ’OVA puis exposées a des aérosols d’OVA pendant la période de lactation.
Cette protection est assurée par le passage des complexes immuns [gG-OVA du lait maternel
aux nouveau-nés par I’intermédiaire du récepteur FcRn exprimé par les cellules épithéliales
intestinales du nouveau-né induisant ainsi la génération de LTregs CD25 Foxp3" spécifiques
de ’OVA. Cette induction de tolérance par les complexes immuns IgG-OVA n’exige pas la
présence du TGF-B dans le lait maternel contrairement a la tolérance induite par le lait
maternel contenant de ’OV A non complexé a des immunoglobulines (45).

L’identification de nouveaux paramétres clés dans 1’induction de tolérance chez les nouveau-

nés permettra dans le futur d’élaborer de nouvelles voies dans la prévention de I’asthme.
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Figure 3. Possibilité d’une influence maternelle sur ’induction de la tolérance néonatale par le biais de
I’allaitement.

Les antigeénes inhalés ou ingérés par la mére sont dégradés par son systéme digestif ce qui pourrait contribuer a
la production de peptides tolérogenes. Selon 1’exposition antigénique de la meére et la perméabilité des glandes
mammaires, différentes quantités d’antigéne seront présentes dans le lait maternel. La sensibilisation maternelle
aux allergénes inhalés déterminerait le mode de transfert de 1’allergéne dans le lait maternel sous forme libre ou
complexée a des IgA ou des IgG spécifiques de I’antigéne. Les IgA piégeraient également les antigénes et
empécheraient leur transfert a I’enfant tandis que les antigénes liés aux IgG seraient efficacement transférés a
travers la barriére intestinale de I’enfant en utilisant les FcyRs (FcRn). Les antigénes libres pourraient
également étre transférés passivement a travers la barriére intestinale de 1’enfant avec beaucoup moins
d’efficacité. Ensuite, I’antigéne serait capté par les cellules présentatrices d’antigéne (APC) du nourrisson qui
généreraient des LT régulateurs. Différents facteurs pourraient influencer ces étapes et la génération de LTregs
comme la présence dans le lait maternel de facteurs de croissance (EGF: Epidermal Growth Factor) ou du TGF
(Transforming Growth Factor) qui accélérent la maturation de 1’épithélium intestinal et/ou I’induction d’une
tolérance immune vis-a-vis des antigénes transférés dans le cas du TGF-B. La présence de probiotiques dans le
lait maternel favorise le développement d’une flore microbienne qui pourrait contribuer également a I’induction
d’une tolérance immunitaire chez le nourrisson

Adapté a partir de Verhasselt V., Current Opinion of Immunology 2010.

vii.Hypothése hygiéniste

L’hypothése qui a regu la plus grande attention afin d’expliquer I’augmentation de la
prévalence de 1’asthme est «l’hypothése hygiéniste». Cette hypothése suggeére que
I’amélioration de 1’hygi¢ne dans les sociétés, avec le progres manifeste des mesures de santé
publique et I’utilisation des vaccins et des antibiotiques, a réduit I’incidence des infections ce
qui favorise le développement de la réponse immune de type Th2 et ainsi a I’augmentation de

I’incidence des maladies atopiques (46). Dans la société moderne, les enfants sont élevés dans
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des familles de taille restreinte, et sont moins fréquemment exposés aux infections que ceux
qui vivent dans des familles nombreuses. La réduction de 1’atopie a été associée a un nombre
¢levé de freres et sceurs plus agés (47), a ’entrée précoce dans les créches, a 'utilisation
réduite d’antibiotiques ainsi qu’a 1’exposition fréquente a un environnement rural (48).

Le role de la flore intestinale a aussi ét¢ mis en exergue suite a 1’observation des effets nocifs
des antibiotiques qui déséquilibrent la flore commensale et des effets bénéfiques des
probiotiques. Ces derniers sont représentés par certaines souches de lactobacilles et s’avérent
capables de promouvoir une réponse immune de type Thl. La présence dans le milieu
intestinal d’une flore saprophyte « naturelle » ou le rétablissement de cet équilibre par les
probiotiques pourrait diminuer le risque de développement de 1’atopie (47, 49).

Il est important de mentionner qu'au cours des 20 derniéres années, un grand nombre d'études
a contribué a soutenir l'explication originale de I'hypothése hygiéniste, postulant que
I'explosion des maladies allergiques dans les pays occidentaux est la conséquence d’une
diminution de la stimulation microbienne et ainsi d’un défaut de la déviation immune de
réponses Th2 vers des réponses Thl (50, 51). La réduction des stimulations microbiennes
entraine une diminution de la production des cytokines Thl par les cellules immunes innées
ce qui entraine ensuite une réduction de la polarisation Thl et une augmentation des réponses
immunes Th2. Plusieurs études ont démontré in vitro que les composants microbiens ou les
adjuvants synthétiques peuvent directement agir sur les cellules immunes innées telles que les
cellules dendritiques et les cellules NKs (Natural Killer) et stimuler leur production d’IL-12,
d’IFN-a et d’IFN-y ce qui conduit & la commutation des LTh2 spécifiques de 1’allergeéne vers
un phénotype Thl (52, 53).

In vivo plusieurs €tudes ont également démontré que la stimulation des cellules immunes
innées avec des composants microbiens ou synthétiques empéche le développement des
maladies allergiques en induisant des phénotypes Thl (54, 55)

Toutefois, Cette hypothése hygiéniste ne peut pas étre la réponse unique pour expliquer

I’augmentation des maladies allergiques (figure 4).
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Figure 4. Hypothése hygiéniste.
Selon cette hypothése, le systéme immunitaire est immature a la naissance et il est biaisé¢ en faveur de la
production des cytokines de type Th2. Certains stimuli tels que les infections avec les helminthes ou les virus
peuvent contribuer a 1’évolution du systéme immunitaire vers un équilibre entre les réponses cytokiniques de
type Thl et Th2. En I’absence de ces stimuli, la production des cytokines de type Th2 par les LT immatures
persiste conduisant & un risque accru de développer un asthme ou d’autres maladies allergiques. LPS,
lipopolysaccharide.

Adapté de Gern J.E. and Busse W.W., Nature Reviews Immunology 2002.

1.4. Réaction inflammatoire asthmatique

D’un point de vue physiopathologique, la réaction allergique est caractérisée par une
hypersensibilit¢ immune induite par des IgE (hypersensibilité de type I selon Gell et Combs)

et se décompose en deux phases : une phase de sensibilisation et une phase effectrice.

1.4.1. La phase de sensibilisation a ’allergéne.

Une fois que I’allergéne a traversé la barriere épithéliale des voies respiratoires, il est capté
par les cellules dendritiques (CDs) résidentes dans les tissus sous-épithéliaux conduisant a
leur maturation. Lors de ce processus de maturation, les CDs acquierent 1’expression du
récepteur CCR7 permettant ainsi leur migration vers les ganglions lymphatiques drainant les
poumons et augmentent 1’expression des molécules de CMH II (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité de type II) et des molécules de co-stimulation (CD80 et CD86)

impliquées dans la réponse lymphocytaire. Les CDs matures interagissent alors avec les
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lymphocytes T (LT) naifs présents dans les ganglions, initiant une réponse immune primaire
de profil Th2. Les lymphocytes Th2 produisent des cytokines Th2 comme I’'IL-4, I'IL-5 et
I’IL-13. La présence de I'[L-4 et I'IL-13 et D’interaction CD40-ligand (LT) / CDA40
(lymphocytes B) vont initier la production des IgE spécifiques de I’allergéne par les
lymphocytes B (56). Les IgE ainsi sécrétées vont diffuser dans le sang et se fixer notamment
sur le FceRI (le récepteur de forte affinité aux IgE) présent a la surface des mastocytes et des

basophiles. Cette phase de sensibilisation est asymptomatique (figure 5).
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Figure 5. Phase de sensibilisation aux allergénes.

L’allergene peut étre capté puis apprété soit par les CDs intra-épithéliales, soit par les CDs présentes dans la
sous-muqueuse. Les CDs activées maturent et migrent vers les ganglions lymphatiques drainants ou elles
présentent le complexe CMH II/ peptide antigénique aux LT naifs. En présence d’IL-4, les LT naifs se
différencient en LTh2 produisant entre autre de 1’IL-4 et de I’IL-13. L’interaction entre les LTh2 et les LB
conduit a la production d’IgE par les LB. Ces IgE spécifiques de ’allergéne diffusent localement puis de fagon
systémique et se fixent sur les mastocytes tissulaires résidents via le FceRI (récepteur de forte affinité aux IgE).

Adapté a partir de Galli S.J., Nature 2008.

1.4.2. La phase effectrice

Cette phase a lieu lors d’un contact ultérieur avec 1’allergéne et se décompose en deux phases
successives : la réaction immédiate et la réaction retardée.

La réaction immédiate débute quelques minutes aprés I’exposition a 1’allergeéne. Celle-ci se
caractérise par I’activation des mastocytes et des basophiles suite a la fixation de I’allergene

sur les complexes FceRI/IgE présents a la surface de ces cellules, induisant la dimérisation
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des récepteurs de forte affinit¢é aux IgE (FceRI). Cette derniére est indispensable a la
transduction du signal qui aboutit a la libération de médiateurs préformés et néoformés aux
propriétés vasoactives et/ou chimiotactiques (histamine, prostaglandines, leukotrienes, PAF
(Platelet-Activating factor), chimiokines et cytokines). La libération de ces médiateurs
entraine une obstruction bronchique due a un spasme du muscle lisse bronchique, une
sécrétion de mucus et un cedéme du chorion. Outre leur role dans la réaction immédiate, les
mastocytes contribuent a la transition vers la réaction retardée en initiant le recrutement de
cellules inflammatoires via 1’augmentation de 1’expression des molécules d’adhérence sur les
cellules endothéliales vasculaires (via le TNF par exemple) et la libération de facteurs

chimiotactiques comme le LTB4, PGD2 et de chimiokines comme 1’IL-8 et CCL2 (figure 6).
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Figure 6. La réaction immédiate de la phase effectrice.

Lors d’un contact ultérieur avec des allergénes, ceux-ci se fixent sur les complexes IgE/FceRI présents a la
surface des mastocytes. Cette fixation induit la dimérisation des récepteurs aux IgE, aboutissant a la libération
de médiateurs préformés et néoformés. Les médiateurs rapidement libérés sont responsables de la
bronchoconstriction, de la vasodilatation, de 1’augmentation de la perméabilité vasculaire et de la production de
mucus. Les mastocytes contribuent a la transition vers la réaction retardée en initiant le recrutement des cellules
inflammatoires a la fois en augmentant les molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales vasculaires (via
le TNF-a) et en sécrétant des facteurs chimiotactiques (tels que le LTB4 et le PGD2) et des chimiokines.

Adapté de Galli S.J., Nature 2008.

La réaction retardée survient 2 a 6 heures apres 1’exposition a ’allergeéne. Elle est caractérisée
par une infiltration de la muqueuse par différentes cellules du systéme immunitaire
(lymphocytes, ¢osinophiles, basophiles et macrophages). Les substances pro-inflammatoires
cytotoxiques, telles que la MBP (Major Basic Protein), ’ECP (Eosinophilic Cationic
Protein), et ’EPO (FEosinophil Peroxydase) libérées par les €osinophiles sont responsables de
la destruction de I’épithélium et de I’inflammation de la sous-muqueuse diminuant ainsi le
diameétre des voies respiratoires. Les sous-populations lymphocytaires T auxillaires
majoritairement Th2 interviennent dans le recrutement des cellules effectrices et dans
I’activation de I’épithélium bronchique. Cette inflammation si elle devient chronique aboutit a

long terme a une modification de ’architecture des voies respiratoires, également nommée
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remodelage bronchique. Ce dernier se caractérise par la desquamation de 1’épithélium, une
métaplasie des cellules caliciformes, un épaississement de la membrane basale et une
hyperplasie des cellules musculaires lisses (56) (figure 7). Une dérégulation a long terme de
ces cellules n’est pas seulement responsable des symptomes de la réaction allergique mais
également du dysfonctionnement de 1’organe y compris la perte de fonction de la barricre
épithéliale respiratoire. L’exposition ultérieure aux agents pathogenes et aux facteurs
environnementaux est ainsi augmentée d’ou une perpétuation du processus inflammatoire,

méme en absence de 1’allergene (figure 7).
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Figure 7. La réaction retardée de la phase effectrice.

Cette phase apparait 2 a 6 heures aprés l’exposition a l’allergéne. Elle refléte les actions des cellules
immunitaires innées (les neutrophiles, les monocytes (non représenté), les €osinophiles et les basophiles) et
adaptatives (LT tissulaires résidents) qui sont recrutées depuis la circulation sanguine ainsi que la sécrétion de
médiateurs inflammatoires par les cellules tissulaires résidentes (les mastocytes qui ont été activés par la
dimérisation des récepteurs aux IgE). L’¢lastase libérée par les neutrophiles induit 1’activation des
métalloprotéinases de la matrice (MMPs) et la dégradation du collagéne de type III. Les protéines basiques
libérées par les éosinophiles peuvent 1éser les cellules épithéliales. Plusieurs autres médiateurs (IL-13, Cys-LTs)
produits par les cellules recrutées ou résidentes vont induire une nouvelle bronchoconstriction. CGRP,
Calcitonin-Gene Related Peptide; GM-CSF, Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor; Th17 cell;
IL-17-producing Th cell, CysLT; Cysteine Leukotriene.

Adapté a partir de Galli S.J., Nature 2008.
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Chapitre 2: Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (CDs) sont une famille hétérogéne de cellules qui contrdle
I’immunité, la tolérance centrale aux autoantigénes et la tolérance périphérique aux antigénes
environnementaux et aux allergénes. Les CDs sont présentes dans les organes lymphoides et
non lymphoides. Elles forment un réseau de cellules sentinelles capables de détecter les
pathogenes via les récepteurs de reconnaissance des pathogénes (les PRRs), la phagocytose, le
traitement et la présentation de I’antigéne aux lymphocytes T et B. Les CDs assurent le lien
entre I’immunité innée et adaptative. Elles sont capables de discriminer les pathogenes et les
antigénes environnementaux inoffensifs présents. Les CDs contrdlent les antigenes agressifs
en induisant la différentiation des LT CD4" naifs en LT effecteurs (Thl, Th2, Th17) alors que
les antigénes inoffensifs sont tolérés via 1’induction de LTregs, la délétion de cellules

réactives, ou I’établissement de I’anergie pour éviter un endommagement de 1’hote.

2.1. Les CDs pulmonaires humaines

Sertl et ses collegues ont été les premiers a décrire la présence des CDs dans 1’épithélium
respiratoire, le parenchyme pulmonaire et la plévre viscérale (57). Une étude réalisée par
Donnenberg et al en 2003 a réussi a distinguer deux sous-populations de CDs dans les lavages
broncho-alvéolaires humains : une sous—population de CDs my¢loides (0,06%) et une sous-
population de CDs plasmacytoides (0,02%). Les cellules de Langerhans, caractérisées par la
présence des granules de Birbeck et par I’expression de CD1a, sont également présentes, mais
limitées a I’épithélium bronchique et elles jouent comme les cellules de Langerhans de
I’épiderme un réle d’immuno-surveillance (58).

En absence d’inflammation, le nombre de CDs au niveau des bronches souches des voies
respiratoires est de 1’ordre de 500 a 800 CDs par mm” de surface épithéliale, ce nombre
diminue au niveau des petites voies respiratoires (59). Dans le parenchyme pulmonaire, les
CDs sont principalement présentes au niveau des septa intra-alvéolaires et sont a un stade
immature caractéris¢ par une forte capacité d’internalisation des antigénes et une faible
capacité de stimulation des LT (60). Une étude publiée en 2005 par Desmedsts et al a identifié
3 sous-populations de CDs dans le parenchyme pulmonaire humain: deux sous-populations de

CDs my¢loides (les CDs my¢loides de type I caractérisées par 1’expression de CD1l1c et de

34



Chapitre 2 : Les cellules dendritiques

BDCA-1 (Blood DC Antigen) et les CDs my¢loides de type Il caractérisées par I’expression
de CD1l1c et de BDCA-3 et une sous-population de CDs plasmacytoides caractérisée par le
phénotype CD11¢/BDCA-2"/CD123" (61). La méme équipe a démontré que ces trois sous-
populations expriment différents TLRs (70!l like receptor) (tableau 2) (62). Les CDs
my¢loides de type 1 sont les plus puissantes a induire une prolifération des LT en
comparaison avec les CDs my¢éloides de type 2 et les CDs plasmacytoides. Ces observations
suggerent que les CDs my¢éloides de type 1 et a moindre degré les CDs myéloides de type 2
sont capables d’induire une réponse immune active contrairement aux CDs plasmacytoides

qui pourraient étre impliquées dans la tolérance immunitaire pulmonaire (61, 63).

DC subset mRNA detected Protein detected Ligand stimulation Refs

shown
Myeloid DC1 TLR1,TLR2,TLR3, TLR1,TLRZ, TLR4  TLR2 TLR3,TLR4 38
(CD1cY) TLR4, TLR6, TLR8
Myeloid DC2  TLR1,TLR2,TLR3, TLR1,TLR2, TLR4  TLR2 TLR3,TLR4 38
(BDCA3") TLR4, TLR6, TLR8
Plasmacytoid TLR1,TLR6, TLR7, TLR9 TLR7,TLR9 38,46

DC(CD1237) TLR9
BDCA3, blood DC antigen 3; DC, dendritic cell; TLR, Toll-like receptor.

Tableau 2. Expression des TLR par les CDs pulmonaires humaines.

Adapté a partir de Holt P.G. et al, Nature reviews Immunology 2008.

2.2. Les CDs pulmonaires murines

Chez la souris, cinq sous-populations de CDs ont été caractérisées en fonction de 1’expression
de marqueurs de surface et de leur localisation. Les sous-populations de CDs peuvent étre
grossiérement divisées en CDs conventionnelles CD11c"¢" CDs plasmacytoides CDI1c%™
D’autres sub-divisions peuvent étre réalisées en se basant sur 1’expression du marqueur
my¢loide CD11b.

Les CDs conventionnelles résidentes intra-épithéliales des voies respiratoires sont CD11c""
CD11b CD103" Langerin” (64).

Immédiatement sous la lamina propria se trouvent les CDs conventionnelles CDI11cMe
CD11b""SIRPa*CX3CR1" et les CDs plasmacytoides caractérisées par le phénotype
CD11c¢"™CD11b'SiglecH BST2". Les CDs parenchymateuses sont également divisées en
CDs conventionnelles CD11b" et CD11b". Dans des conditions inflammatoires, les monocytes

sanguins sont récrutés et se différencient en CDs inflammatoires exprimant
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CDI11b'Ly6C SIRPa.". Une population trés rare de CDs tueuses productrices d’interferon
(iIKDCs : Interferon killer Dendritic Cells) et caractérisée par le phénotype
CD11c¢%™B220"NK1.1" a été également observée dans le parenchyme pulmonaire (figure 8)
(65).
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Figure 8. Les sous-populations de CDs et leurs fonctions.

Les différentes sous-populations de CDs connues accomplissent différentes fonctions. En cas d’homéostasie
(STEADY STATE, a gauche) une distinction peut étre faite entre les CDs conventionnelles et les CDs
plasmacytoides. Les CDs conventionnelles sont également séparées en 2 sous-populations : CD11b" et CD11b".
En cas d’inflammation (a droite) la situation est plus complexe. Les CDs inflammatoires qui expriment toujours
Ly6C comme faisant partie de leur héritage monocytaire et les iKDC (interferon killer Dendritic Cells) sont
recrutées. Dans les compartiments alvéolaires, les CDs et les macrophages sont présents et peuvent étre
distingués par leur taux d’autofluorescence.

Adapté a partir de Platinga M. et al, Eur.J. Immunol 2010.

2.3. Principales fonctions des CDs

2.3.1. Capture et internalisation des antigénes par les CDs immatures.

Les CDs expriment de nombreux recepteurs de reconnaissance des pathogenes (PRR ; Pattern
Recognition Receptor) dont les récepteurs Toll-like (TLR), les récepteurs NOD-like, les
récepteurs PAR (Protease Activated Receptor) et les récepteurs lectine de type C (tableau 3).
La stimulation de ces récepteurs par les PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern) tels
que les molécules issues de pathogeénes, les DAMP (Damage-Associated Molecular Pattern)
tels que les molécules issues de lésions tissulaires et les protéines de stress (HMGBI, 1’acide
urique et I’ATP) et les cytokines inflammatoires sont indispensables pour donner le signal de

danger nécessaire a la maturation de la CD (66).
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Dendritic cells

Lung epithelial cells

PAMP receptors
Toll like receptors
Intracellular receptors
C-type lectin receptors

RIG-I-like receptors

TLR1-10
NLRs, TLR 3,7, 9
Dectin-1, -2, DEC205, BDCA-2
Macrophage mannose receptor
MDAS, LGP2

TLR1-6
NLRs, TLR 9

MDAS
PAR 1-4

Protease activated receptors PAR 1-3
DAMP receptors

Complement receptors

Prostanoid receptors

hCR1, hCR2, hCR3, mC3aR, mC5aR
DP1, EP2, EP4, IP

mC3aR, mC5aR

Neuropeptide receptors NK1, CGRPR
Purinergic receptors P2X, P2Y P2X, P2Y
HMGB1 receptor RAGE RAGE

Heat shock protein receptors CD14, CD36. CD91

Tableau 3. Quelques exemples des récepteurs exprimés par les CDs et les cellules épithéliales pulmonaires.
Ces récepteurs sont stimulés par les PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern) ou les DAMP (Damage
Associated Molecular Pattern).

Adapté a partir de Willart M. AM. &Hammad H., Allergology International 2010.

Au cours de la maturation, les CDs dégradent 1’antigéne en peptides immunogenes dans les
compartiments endosomaux. Ces peptides s’associent aux molécules de CMH. Les complexes
peptides-CMH traversent le cytoplasme au sein des vacuoles d’exocytose et gagnent la
membrane plasmique afin d’étre présentés aux LT. La maturation des CDs s’accompagne de
différents changements phénotypiques : une augmentation de I’expression de CMH I et 11, des
molécules de co-stimulation CD40, CD80 et CD86, des molécules de maturation (CD83) et
d’adhésion. Ce phénotype est corrélé a une forte capacité des CDs a activer les LT (figure 9)

(67, 68).
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Figure 9. La migration des CDs et des LT CD4" durant les réponses immunes primaires et secondaires.
L’antigene est capturé par les CDs des muqueuses qui migrent continuellement des poumons dans les ganglions
médiastinaux. Dans le cas d’une inflammation, ce processus est amplifié¢ afin de présenter les antigénes dérivés
de pathogénes aux LT naifs ou mémoires centraux (Tcy). Aprés une expansion clonale, les LT spécifiques de
I’antigéne se différencient soit en LT¢y soit en LT effecteur. Les LTcy diffuseront dans les autres ganglions
non drainant et dans la rate ou ils s’accumuleront éventuellement avec le temps. La réactivation des LTy aura
lieu seulement dans les organes lymphoides centraux. Par contre, les LT effecteurs migreront vers les sites
d’inflammation périphériques. Contrairement aux LT naifs qui sont exclus des tissus pulmonaires, les LT
effecteurs peuvent étre restimulés par des CDs locales pour exercer leurs fonctions effectrices. Dans ce
scénario, d’autres cellules présentatrices de 1’antigéne exprimant le CMH II comme les éosinophiles ou méme
les cellules épithéliales pourraient étre impliquées.

Adapté a partir de Lambrecht B.N. & Hammad H., Nature Reviews Immunology 2003.

2.3.2. Migration des CDs vers les ganglions lymphatiques drainants

La migration des CDs vers les ganglions drainants les poumons est dépendante des récepteurs
CCR7/CCRS8 (69, 70). La migration des CDs pulmonaires est dirigée par un gradient
chimiotactique de CCL19 et CCL21 dans les vaisseaux lymphatiques et la zone T des
ganglions lymphatiques (71-73) (figure 10). La réponse des CDs aux chimiokines
CCL19/CCL21 et donc leur migration vers les ganglions lymphatiques est modulée par des
médiateurs lipidiques. Ainsi PGE2 libéré entre autre par les cellules épithéliales alvéolaires au
cours des réactions allergiques stimule la migration des CDs pulmonaires dépendante de
CCLI19/CCL21 (74). A Tl’inverse PGD2 inhibe la migration des CDs pulmonaires via
I’activation du récepteur DP1 (75).
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Figure 10. La migration des CDs.

Les CDs immatures sont recrutées a partir de la circulation sanguine en réponse a différents médiateurs libérés
au niveau du site inflammatoire. Ces médiateurs peuvent étre des chimiokines inflammatoires, les -défensines,
des peptides microbiens et les produits de clivage du complément. Aprés interaction avec les antigénes et en
présence d’un signal de danger, les CDs vont maturer et migrer du tissu jusqu’aux ganglions lymphatiques
drainants le tissu. L’expression du marqueur CCR7 va permettre aux CDs matures de quitter I’interface
épithéliale pour gagner les ganglions drainants en réponse aux gradients chimiotactiques CCL19 et CCL21. Une
fois dans les ganglions drainants, les CDs vont interagir avec les LT pour induire une stimulation
lymphocytaire.

Adapter a partir de Vermaelen K. & Pauwels R., Am. J. Respir. Crit. Care Med., 2005.

2.3.3. L’interaction CD/LT

Afin de reconnaitre 1’antigéne, le LT a besoin d’établir un contact avec la CD en formant une
synapse immunologique. Le TCR (T cell receptor) et les molécules de co-stimulation se
positionnent au centre de la synapse immunologique et sont entourés par un anneau de
molécules d’adhésion.

Au cours de I’interaction CD/LT, trois signaux sont délivrés par la CD (76). Les deux
premiers sont nécessaires a l’activation du LT et le troisieme signal détermine sa
différentiation (77). Le premier signal est délivré par la CD a travers le TCR du LT apres sa
fixation au complexe CMH-peptide dont il est spécifique. Un niveau élevé de complexes

CMH-peptide est nécessaire pour l’initiation du signal de transduction au cours de la

stimulation d’un LT naif (76). Cette activation déclenche une cascade de signalisation
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conduisant a I’expression de différentes molécules dont le CD40L qui interagit avec CD40
exprimé par les CDs. Les CDs sont ainsi activées et augmentent en retour leur expression de
molécules de co-stimulation CD80/CD86.

Le deuxiéme signal d’activation est issu de D’interaction entre CD28, exprimé de fagon
constitutive par les LT CD4, et les molécules CD80 ou CD86 (78). Mais ce second signal est
finement régulé par un ensemble de signaux positifs et négatifs délivrés par les récepteurs
CD28 et CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4) respectivement. En effet,
CTLA-4 transfert un signal inhibiteur de I’activation des LT lorsqu’il reconnait les molécules
CD80 ou CD86. Ce mécanisme protégerait les LT mémoires de I’apoptose induite par une
forte activation via I’engagement du TCR. Ce signal régulateur empécherait également les LT
naifs d’étre activés de facon inadéquate et de provoquer des pathologies inflammatoires (79).
Les CDs activées produisent des cytokines qui constituent le 3™ signal d’activation (80, 81).
Ces cytokines vont déterminer la différentiation du LT CD4 naif en LT effecteur de type Thl,

Th2, Th17, ou LTreg (figure 11).

Type 1
PAMPs/TFs

\ PRR

class Il

T

gﬁ TCR

T 1-polarizing
factor T, IFN-y
6 o g > TNF-p
o /
Peptide-MHC A 1-polarizing

Dendritic cell—%

Type 2 /

PAMPs/TFs

T 2-polarizing SRR
factor

Figure 11. Interaction entre la CD et le LT.

Trois signaux sont nécessaires pour obtenir une réponse lymphocytaire T. Le premier signal implique la
reconnaissance par le récepteur a I’antigéne du LT (TCR) du peptide antigénique présenté dans le contexte du
CMH (Complexe majeur d’histocompatibilité). Le 2°™ signal implique I’interaction des molécules de co-
stimulation (CD80/CD86) de la CD avec le CD28 du LT. Le 3™ signal implique la sécrétion de cytokines par
la CD qui participe a la polarisation de la réponse lymphocytaire.

Adapté a partir de Kapsenberg M.L., Nature Reviews Immunology 2003.

2.3.4. L’orientation de la réponse immunitaire
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La CD a un role déterminant dans I’orientation de la réponse immune. Cette orientation
dépend de son degré de maturité (expression des molécules de co-stimulation), de son profil
de sécrétion de cytokines ou encore du nombre de CDs présent au niveau des organes
lymphoides secondaires. La nature de 1’antigéne, la quantité, le temps d’exposition et les
facteurs environnementaux déterminent la sécrétion préférentielle de certaines cytokines par
les CDs et ainsi la polarisation de la réponse immune.

La sécrétion d’IL-12 par les CDs joue un réle majeur dans l’orientation de la réponse
immunitaire vers un profil Thl (82). L’IL-18 agit conjointement avec 1’IL-12 pour favoriser
la maturation et la production d’IFN-y par les LThl (83). L’IL-23 et I’'IL-27 en présence de
faibles taux d’IL-12 participent ¢galement au développement d’un profil Thl (84).

D’autres cytokines produites par les CDs favorisent le développement d’une réponse Th2.
L’IL-6 est une cytokine qui régule négativement la production d’IL-12 (85, 86).

Enfin les CDs sécrétent des cytokines immunorégulatrices telles que 1I’IL-10 impliquée dans
le processus de tolérance immunitaire. Les CDs localisées au sein de la muqueuse bronchique
pourraient étre a I’origine de la génération de LTregs par leur synthése d’IL-10 (88). Cette
cytokine peut également réduire la production d’IL-2, de TNF-a et d’IL-5 par les LTs
effecteurs (89, 90). Par ailleurs, une stimulation répétée de LT naifs par des CDs immatures
conduit & la génération de lymphocytes T a activité régulatrice (91, 92), démontrant ainsi le
role important des cellules présentatrices de I’antigéne dans la génération de la tolérance vis-

a-vis d’un antigéne (figure 12).
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Figure 12. Représentation schématique des différents types de réponse lymphocytaire en fonction des

antigénes.
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A. En absence d’inflammation bronchique, les antigénes inoffensifs sont présentés aux LT aprés un processus
normal de migration et induisent une réponse de type T-régulatrice favorisée par la sécrétion d’IL-10, d’ICOSL
(inducible costimulator ligand) et du signal d’apoptose PD-L1 (programmed death ligand-1). B. Les pathogénes
bactériens et viraux activent les CDs via les TLRs et induisent une réponse de type Thl favorisée par la
sécrétion d’IL-12 et de CD40L. Cette réponse Thl est cruciale pour une réponse anti-infectieuse efficace. C.
Les allergénes a activité protéolytique tels que les allergénes d’acarien induisent la production de GM-CSF et
de PGE2 par les cellules épithéliales et favorisent ainsi la migration des CDs vers les ganglions médiastinaux.
I1s induisent une réponse de type Th2. Alternativement, un antigene inoffensif peut devenir allergénique du fait
de la présence concomitante d’un adjuvant environnemental tels que les particules diesel (non montré) induisant
une réponse immune de type Th2. ICOS-L, Inducible Costimulatory Ligand; PD-L1, programmed death ligand-
1; PGE2, Prostaglandin E,; TSLP, Thymic Stromal Lymphopoietin.

Adapter a partir de Vermaelen K. & Pauwels R., Am. J. Respir. Crit. Care Med., 2005.

2.4. Roles des CDs humaines dans la réaction inflammatoire
allergique.

Chez I’homme, une augmentation du nombre des CDs exprimant le FceRI est observée dans
les voies respiratoires des sujets asthmatiques (93, 94). Les CDs isolées du sang des sujets
asthmatiques présentent également des différences en comparaison avec les CDs isolées du
sang des sujets sains. Les CDs différenciées in vitro a partir de monocytes (Mo-DCs) isolés
de patients allergiques ont une capacité accrue a présenter 1’antigene aux LT (95). Plusieurs
études ont montré que les CDs isolées du sang de patients asthmatiques ou atopiques sécretent
des médiateurs inflammatoires et des cytokines polarisantes différentes de ceux sécrétés par
les CDs isolées du sang de sujets sains (96, 97).

Chez les sujets allergiques sensibilisés a Dermatophagoides pteronyssinus, la stimulation des
Mo-DCs par Derpl (un des allergénes majeurs de Dermatophagoides pteronyssinus) induit
une augmentation de I’expression de CD83 (marqueur de maturation) et du CD86 qui n’est
pas observée chez les sujets contrdles (sujets non allergiques ou allergiques a un allergéne non
relevant comme les graminées). En revanche, 1I’expression du CD80 n’est pas augmentée a la
surface des Mo-DCs de sujets allergiques a Dermatophagoides pteronyssinus et stimulés par
Derpl alors qu’elle I’est chez les sujets controles (97).

Les Mo-DCs de sujets allergiques activées par Derpl produisent de grandes quantités de
TNF-a, d’IL-1B et d’IL-6 comparativement aux Mo-DCs non activées. En revanche, chez les
sujets non allergiques seule une augmentation transitoire de la production de TNF-a et de
I’IL-6 est observée. Dans un systéme hétérologue, les Mo-DCs de sujets allergiques activées
par Derpl induisent la production d’IL-4 par les LT, alors que chez les sujets controles les

Mo-DCs activées par Derpl induisent la production d’IFN-y (97). Ces observations suggerent
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que la polarisation de la réponse immune par les CDs en réponse a une stimulation
antigénique dépend de I’état immun des donneurs. Les CDs de sujets allergiques
contrairement a celles des sujets sains jouent un rdle crucial dans 1I’amplification de la réponse
Th2 suggérant ainsi que les CDs pourraient étre responsable de 1’établissement de la réaction
allergique chez les patients allergiques.

Une étude récente a démontré que Derpl est capable de se lier a DC-SIGN (DC-Specific
Intercellular Adhesion Molecule-3-Grabbing Nonintegrin), un récepteur de type lectine C
exprimé par les CDs (98). Dans cette étude, les auteurs ont démontré que Derpl module la
différentiation et la maturation des Mo-DCs de patients allergiques en se liant 8 DC-SIGN. La
stimulation des Mo-DCs de patients allergiques par Derpl s’accompagnent d’une
internalisation du complexe Derp-DC-SIGN. Les Mo-DCs ainsi traitées expriment moins DC-
SIGN et activent des LT de type Th2 (98).

Il a également été démontré que les CDs myéloides (mDCs) de patients allergiques induisent
une réponse immunitaire de type Thl alors que les CDs plasmacytoides (pDCs) induisent une
réponse immune de type Th2. En revanche, chez les sujets sains, aucune de ces deux
populations de CDs du sang périphérique n’est capable de stimuler les LT naifs. Ceci suggere
que les pDCs et les mDCs des sujets allergiques a Derpl présentent un dysfonctionnement
dans leur réponse a Derp1 (96).

Les mDCs des sujets sains et allergiques a Derpl auraient une capacité de capture de Derpl
plus élevée en comparaison avec celle des pDCs. Contrairement aux mDCs de sujets
allergiques a Derpl, les mDCs de sujets sains stimulées par Derpl surexpriment CD80 et
sécrétent des taux élevés d’IL-10. Cette production d’IL-10 par les mDCs des sujets sains
induit la génération de LT producteurs d’IL-10 (96). Chez I’homme, il a été également
démontré que les Mo-DCs sécrétrices d’IL-10 géneérent des LT qui présentent des
caractéristiques similaires a celles des LTregs de type Trl (99-102). Donc, I’'IL-10 semble
étre cruciale dans la fonction régulatrice des CDs tolérantes. Or chez les patients allergiques,
le défaut de sécrétion d’IL-10 par les mDCs correle avec leur capacité a activer des LT
allogéniques et a stimuler les LT naifs vers une réponse immunitaire de type Thl. Ces
données suggerent que les mDCs des patients allergiques sont impliqués dans la dérégulation
de la balance entre I’immunité et la tolérance immunitaire.

Il est a noter que les mDCs et les Mo-DCs des patients allergiques induisent des réponses
lymphocytaires différentes. Les MoDCs stimulées par Derpl activent des LT producteurs
d’IL-4 tandis que les mDCs stimulées par Derpl activent des LThl. Ces différences peuvent

s’expliquer par des variations dans les voies de capture de Derpl. Le récepteur de mannose
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est impliqué dans la capture de Derpl par les Mo-DCs alors qu’il n’est pas exprimé par les
mDCs du sang périphérique. Ainsi, il a ét¢ démontré dans d’autres modéles que les voies
d’internalisation des antigénes par les CDs semblent interférer avec le processus de
polarisation des LT naifs (103, 104).

Une faible capacit¢ de capture de Derpl par les pDCs a été détectée chez les patients
allergiques a Derpl et chez les sujets sains. D’autre part, aprés 24h d’incubation avec Derpl,
aucun marqueur de maturation tel que HLA-DR, CD80, CD86 n’a été observé chez les
patients allergiques a Derpl et les sujets sains. Et pourtant, les pDCs des patients allergiques
stimulés par Derpl induisent la polarisation des LT naif vers un profil Th2 contrairement aux
pDCs de sujets sains (96). Une étude récente a également décrit que 1’exposition des patients
atteints de rhinites allergiques a 1’allergene approprié induit in vivo le recrutement des pDCs
dans la muqueuse nasale ou elles sont en contact avec I’allergéne (105). Ces données
suggerent que si les pDCs peuvent migrer vers les ganglions lymphatiques, elles pourraient
étre responsable de I’induction des réponses immunes Th2 spécifiques de 1’allergéne chez
I’homme. Chez les sujets sains, les pDCs stimulés par Derpl sont incapables d’induire la
différenciation des LT vers un profil Th1l ou un profil Th2 (96) ce qui suggére que les pDCs
des sujets sains contribueraient au maintien de la tolérance immune face a un antigéne inhalé
tandis que chez les patients allergiques, elles induisent une polarisation Th2 au cours des

réactions allergiques.

2.5. Role des CDs dans les modeles murins d’asthme allergique.

L’injection par voie intra-trachéale de CDs my¢loides pulsées avec de ’OVA (Ovalbumine)
dans la trachée de souris naives induit, aprés I’exposition des souris a des aérosols d’OVA,
une hyperréactivité¢ bronchique et une inflammation bronchique avec un infiltrat riche en
¢osinophiles (106, 107). Ces données suggerent I’importance des CDs myéloides dans le
développement de 1’asthme allergique dans les modéles murins. De plus, dans ces modé¢les
d’inflammation pulmonaire allergique, la déplétion des CDs myéloides dans les voies
respiratoires avant 1I’exposition des souris aux aérosols d’OVA abolit complétement toutes les
caractéristiques de I’asthme (107, 108). La déplétion des CDs CD11c" pulmonaires lors d’une
réaction allergique déja établie diminue également I’inflammation pulmonaire (108).

Dans un mod¢le d’asthme induit chez le rat, le nombre de CDs est augmenté au niveau de
I’épithélium bronchique et de la sous-muqueuse apreés sensibilisation et exposition a

I’allergéne. L’exposition a 1’allergéne induit également une augmentation du nombre de
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précurseurs de CDs au niveau de la moelle osseuse, fournissant un pool plus important de
CDs circulantes (109).

Au niveau du tissu pulmonaire, aprés exposition aux aérosols d’OVA, les CDs CD11¢" CMH
1" sont activées (augmentation des molécules costimulatrices CD80, CD40, ICAM-1, PDL-1,
PDL-2) et sont colocalisées avec les LT CD4" dans les infiltrats péribronchiques et
périvasculaires, suggérant un role des CDs dans I’activation des LT CD4" (108).

Le nombre de pDCs est également augmenté dans les poumons des souris apres exposition a
des aérosols d’OVA. Ces CDs plasmacytoides, localisées dans le parenchyme pulmonaire,
sont capables de transporter 'OV A depuis les poumons jusqu’aux ganglions drainant, mais
une fois sur place, elles sont incapables d’induire la prolifération des LT naifs spécifiques de
I’OVA. La déplétion des pDCs durant la phase de sensibilisation a ’OVA aggravent toutes
les caractéristiques de 1’asthme allergique (€osinophilie pulmonaire, production spécifique
d’IgE a ’OVA, production de cytokines de type Th2). Tandis que le transfert adoptif de pDCs
avant la sensibilisation a ’OVA prévient le développement de la maladie (110). Ces
observations montrent clairement que les pDCs sont capables de controler la réponse
immunitaire développée lors de la phase de sensibilisation a un allergéne.

De plus, il a été démontré que la déplétion de pDCs durant la phase secondaire (au moment de
la réexposition a des aérosols d’allergéne) s’accompagne d’une augmentation du nombre
d’éosinophiles et d’un retard dans la résolution de I’inflammation pulmonaire (111).
L’ensemble de ces données montre que les mDCs contribuent a 1’induction et au maintien de
I’asthme tandis que les pDCs protégent contre le développement de 1’asthme allergique chez

la souris (112).

2.6. Principaux régulateurs de la fonction des cellules dendritiques
pulmonaires.

Les voies respiratoires sont bordées par une couche de cellules épithéliales qui agit comme un
tamis moléculaire excluant les pathogénes et les antigénes inhalés selon leur poids
moléculaire. Cet épithélium respiratoire est la premicre ligne de défense de I’appareil
respiratoire avec les CDs situées dans I’espace basolatéral. En effet, dans les voies
respiratoires comme dans ’intestin, ces CDs envoient leurs pseudopodes entre les cellules
¢épithéliales directement dans la lumicre aérienne et scannent ainsi les antigénes inhalés. Ce
mécanisme permet aux CDs de jouer un role de cellules sentinelles dans la surveillance
immunitaire locale et de contrdler I’induction de I’immunité innée et adaptative dans les voies

respiratoires.
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La réponse immune générée par les CDs pulmonaires est largement dépendante de 2 types de
signaux qu’elles recoivent :

- les signaux liés aux propriétés intrinseques de I’antigene.

- les signaux regus de leur microenvironnement.
Ce microenvironnement se compose, dans le cas des CDs pulmonaires, des cellules de
I’épithélium respiratoire et d’autres cellules du systéme immunitaire tels que les macrophages
alvéolaires, les macrophages interstitiels et les mastocytes. Des études de plus en plus
nombreuses ont mis en évidence des interactions directes et indirectes entre les CDs et ce
microenvironnement qui contribue ainsi a la sensibilisation, a I’initiation et a la progression

vers la maladie chronique.

2.6.1. Les cellules épithéliales

Il est clairement établi qu’une barriere épithéliale structurellement ou fonctionnellement
défectueuse peut faciliter ’acces des aéro-allergeénes aux CDs.

Certains allergénes via leur activité protéolytique provoquent une Iésion de I’épithélium au
niveau des jonctions serrées et augmentent ainsi la perméabilité de 1’épithélium bronchique.
Mais 1’épithélium respiratoire ne joue pas seulement un role de barriere physique dans
I’asthme allergique. Les cellules épithéliales expriment de nombreux récepteurs de
reconnaissance aux pathogeénes (PRRs) tels que les TLRs et les PARs comme les cellules du
systéme immunitaire. Les TLRs peuvent étre ¢galement activés par des agonistes naturels
comme les LPS bactériens présents dans I’air inhalé en méme temps que les allergénes. La
stimulation des cellules épithéliales par 1’intermédiaire de ces récepteurs aboutit a 1’activation
de NF«xB et aisni a la production de chimiokines (CCL20, CCL17, B-défensines) qui attirent
les éosinophiles, les neutrophiles, les monocytes et les CDs dans les voies respiratoires. Les
cellules épithéliales activées produisent des cytokines capables d’induire la maturation des
CDs et la polarisation de la réponse immune vers un type Th2 (113). Les principales
cytokines sécrétées par les cellules épithéliales et ayant la capacité d’activer les CDs
comprennent la protéine thymique stromale (TSLP), le GM-CSF (Granulocyte Macrophage-
Colony Stimulating Factor), 'lL-1B, I’'IL-33, I"ostéopontine et I’IL-25. De méme plusieurs
facteurs exprimés par les cellules épithéliales des voies respiratoires peuvent affecter la
fonction des CDs telles que le CD200 et la vitamine D (figure 1) (114).

La TSLP (Thymic stromal lymphopoietin) est une cytokine fortement exprimée par les

cellules épithéliales des voies respiratoires des patients asthmatiques (115, 116). Les CDs
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stimulées par la TSLP favorisent la différentiation des LTs vers un profil Th2 (117-119). Les
souris déficientes pour le géne de £slp ne parviennent pas a développer une réponse de type
Th2 (120).

Le GM-CSF est une autre cytokine importante qui est produite par les cellules épithéliales
des voies respiratoires suite a I’exposition aux allergénes protéolytiques. La surexpression du
GM-CSF provoque une rupture de la tolérance et une induction des réponses Th2 par les CDs
(121). D’autres sensibilisants connus pour leur capacité d’activation des réponses Th2, telles
que les particules diesel de gaz d’échappement et la fumée de cigarettes peuvent également
induire la libération du GM-CSF par les cellules épithéliales.

L’IL-25 et ’IL-33 produites par les cellules épithéliales favorisent la différentiation des LT
naifs vers un profil Th2 par les CDs. La surexpression de I’IL-25 dans les poumons ou
I’administration systémique de I’IL-25 aux souris induit une hyper-éosinophilie sanguine, une
augmentation des taux sériques d’IgE et augmente la production des cytokines Th2 et le
recrutement des ¢€osinophiles dans les voies respiratoires (122, 123). Un défaut de
signalisation de I’'IL-25 s’accompagne d’une diminution des taux de cytokines produites par
les cellules épithéliales bronchiques et par les éosinophiles (124).

Des données récentes suggerent que I’IL-33 est une alarmine (125) qui jouerait un réle dans
la détection des endommagements tissulaires. Les cellules épithéliales des voies respiratoires
sont les principales cellules productrices d’IL-33 et des taux élevés d’IL-33 sont détectés dans
le lavage broncho-alvéolaire de souris asthmatiques et dans les cellules épithéliales des voies
respiratoires chez les sujets asthmatiques (126-128).

L’IL-1p est libérée par les cellules épithéliales des voies respiratoires en culture suite a une
exposition avec I’allergéne Derpl. L’IL-1f stimule la production de CCL20, le
chimioattractant des CDs et la production des cytokines responsables de la maturation des
CDs telle que la TSLP et le GM-CSF par les cellules épithéliales (129, 130).

L’ostéopontine est une autre cytokine présente en quantité ¢levée dans les voies respiratoires
des patients asthmatiques en comparaison avec les sujets non-asthmatiques. Il est trés
probable que 1’ostéopontine favorise 1’activation des LTh2 en altérant la balance entre les
CDs tolérantes et immunogenes dans les poumons bien que le mécanisme mis en jeu ne soit
pas clairement identifié a ce jour (131).

CD200: Les cellules épithéliales des voies respiratoires expriment le CD200 tandis que son
récepteur CD200R (récepteur immun d’inhibition) est exprimé par les macrophages
alvéolaires et les CDs pulmonaires. Cette liaison CD200-CD200R régule I’activité¢ et la

fonction des macrophages alvéolaires et des CDs pulmonaires afin de limiter leurs réponses
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dans le cas des infections virales (virus influenza) (132, 133). Il a été démontré que les
macrophages alvéolaires cultivés en présence des cellules épithéliales sécrétent moins de
cytokines pro-inflammatoires comme I’'IL-6 et le TNF (Tumor Necrosis Factor) (133). Bien
qu’il ne soit pas clairement établi que cette voie CD200-CD200R soit directement impliquée
dans I’interaction entre les cellules épithéliales bronchiques et les CDs, il est probable que cet
axe contribue au moins indirectement au controle de la fonction des CDs.

La vitamine D: Les cellules épithéliales des voies respiratoires expriment 1’enzyme
hydroxylase 1a qui convertit la vitamine D en sa forme active. Or le traitement des CDs par la
vitamine D3 induit I’expression de PD-L1 par les CDs, leur production d’IL-10 et par ce biais
la génération de LTregs producteurs d’IL-10 (134, 135). Plusieurs rapports ont décrit un lien
entre la déficience en vitamine D et ’asthme (136). Ces données suggerent que les cellules
¢épithéliales peuvent orienter les CDs vers un phénotype tolérant via leur sécrétion de la
vitamine D.

En résumé, la fonction des cellules épithéliales en tant que barriére physique détermine
I’accéssibilité des allergénes aux CDs pulmonaires capables d’activer la réponse immune
adaptative. Mais les cellules ¢épithéliales influencent également le phénotype
immunogene/tolérant des CDs et leur état de maturation en libérant des facteurs pro- ou anti-
inflammatoires en réponse aux agressions physiques qu’elles subissent ou aux pathogenes
qu’elles détectent.

La mise en évidence récemment d’une activation directe des cellules épithéliales respiratoires
par D’allergéne Derpl par I’intermédiaire de TLR4 est une avancée majeure dans la
compréhension du role de ces cellules dans la physiopathologie de 1’asthme allergique.

Une meilleure compréhension des interactions entre les cellules épithéliales et les CDs
pourrait conduire au développement de nouvelles approches thérapeutiques de la maladie

asthmatique.
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Figure 13. Interactions entre les cellules épithéliales et les CDs dans les voies respiratoires.

Les CDs scannent la lumiére aérienne en émettant des extensions entre les cellules épithéliales. Les CDs
forment des jonctions étroites avec les cellules épithéliales. Les allergénes peuvent activer les récepteurs PARs
(Protease Activated Receptor) et les récepteurs TLR (Toll like Receptor) exprimés par les cellules épithéliales
induisant ainsi 1’activation de NF-kB et la production de chimiokines et de cytokines par les cellules
épithéliales. Ces cytokines et chimiokines vont attirer et activer les CDs. Les TLR peuvent étre activés par des
agonistes naturels comme les LPS bactériens présents dans I’air inhalé en méme temps que les allergénes. CCL,
CC-chemokine ligand; GM-CSF, granulocyte/macrophage stimulating factor; IL, interleukin, Th2 cell, T helper
cell, PAR, protease-activated receptor; TNF, tumor-necrosis factor; TSLP, thymic stromal lymphopoietin; TLR,
Toll Like Receptor.

Adapté a partir de Hammad H. & Lambrecht B.N., Nature Reviews Immunology2008.

2.6.2. Les macrophages alvéolaires

Les macrophages tissulaires jouent un réle important dans le maintien de I’homéostasie et les
défenses de I’hdte. Dans les poumons, les macrophages sont localisés dans les espaces
alvéolaires (MAs, macrophages alvéolaires) mais aussi dans I’interstitium pulmonaire (Mls,
macrophages interstitiels). La fonction des macrophages alvéolaires est de répondre aux
antigénes inhalés tout en limitant une inflammation excessive afin de préserver les fonctions
respiratoires. Les MAs sont continuellement exposés aux substances inhalées en raison de

leur position dans la lumiere alvéolaire. Afin d’éviter une réponse immune vis-a-vis
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d’allergenes inoffensifs, les MAs sont maintenus dans un état quiescent. Ils produisent peu de
cytokines pro-inflammatoires et présentent de faibles capacités de phagocytose du fait d’une
faible expression du récepteur phagocytaire CD11b (137). Ils produisent cependant divers
médiateurs tels que I’oxyde nitrique (NO) et le TGF- (138) qui suppriment 1’activation des
LT (139, 140) ainsi que la maturation et les fonctions CPA des CDs (141-143). La déplétion
des MAs in vivo entraine des réactions inflammatoires exagérées en réponse a des antigénes
inoffensifs (143). Les MAs adheérent étroitement aux cellules épithéliales des voies
respiratoires et sont séparés des CDs interstitielles seulement par une distance de 0,2-0,5um.
Chez les souris dont les MAs sont déplétés, les CDs présentent une augmentation de leur
fonction présentatrice de I’antigéne (141). De méme, il a ét¢ démontré que la déplétion des
MAs entralne une augmentation du nombre des CDs dans les espaces alvéolaires, une
augmentation de la capture des particules par les CDs ainsi qu'une migration accrue des CDs
dans les ganglions drainants. Cette étude a mis en évidence un réle probable des MAs dans la
régulation de la localisation, de I’activité et de la migration des CDs en conditions normales
non inflammatoires (steady-state) (73).

Les MAs sont maintenus dans un état quiescent grace a 1’interaction du TGF-B membranaire
exprimé a leur surface avec I’intégrine avp6 exprimée a la surface des cellules épithéliales
alvéolaires (144) (Figure 14, 1) (145). Les MAs restent toutefois capables de reconnaitre les
micro-organismes inhalés via les TLRs (146) provoquant dans ce cas une diminution de leur
interaction avec les cellules épithéliales. Cette perte d’interaction s’accompagne d’une
diminution de I’expression de 1’intégrine avp6 par les cellules épithéliales. L’inhibition des
MAs est ainsi levée (Figure 14, 2). Les MAs retrouvent alors leur capacité de phagocytose et
de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. La résolution de I’inflammation implique
I’activation et le recrutement des LT sur le site de I’inflammation. La sécrétion d’IFN-y par
les LT activés induit la production de MMP-9 (Matrix Metalloproteinase- 9) par les MAs
(Figure 14, 3). Cette MMP-9 active le TGF-f a la surface des MAs et augmente I’expression
de I’intégrine avp6 par les cellules épithéliales. Le complexe TGF-B-avB6 peut a nouveau se

former et inhiber les fonctions inflammatoires des MAs (145).
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Figure 14. Inhibition/activation des MA et contréle de I’'immunité pulmonaire.

En condition normale (steady state,) (1) les MAs adhérent étroitement aux cellules épithéliales alvéolaires via
le couple TGF-f-intégrine avf6 ce qui maintient les MAs dans un état quiescent. Suite a la reconnaissance des
antigenes via les TLRs, les MAs se détachent des cellules épithéliales alvéolaires et I'expression de 1’intégrine
avfB6 est rapidement éteinte. L’inhibition des MAs est ainsi levée. Les MAs reprennent leur activité
phagocytaire et produisent des cytokines pro-inflammatoires (2). Apreés quelques jours, les LT activés et
recrutés dans le tissu stimulent la production de MMP-9 par les MAs via la sécrétion d’IFN-y. La MMP-9
active le TGF- et permet la restauration de la liaison TGF-f/avp6. Les fonctions pro-inflammatoires des MAs
sont a nouveau inhibées et ['homéostasie pulmonaire est restorée.

Adapté a partir de Lambrecht B.N., Immunity 2006.

L’activité pro-inflammatoire des MAs est également régulée par la liaison des protéines du
surfactant avec le récepteur SIRP-o (Receptor Signal Regulatory Protein-c) (147). Les MAs
expriment également des taux ¢élevés du récepteur régulateur CD200R. La liaison de CD200
exprimé par les cellules épithéliales avec ce CD200R exprimé par les MAs joue également un

role central dans ’homéostasie du tractus respiratoire (133).

2.6.3. Les macrophages interstitiels

Les macrophages interstitiels (MIs), par leur localisation dans le parenchyme pulmonaire,
sont idéalement situés pour interagir avec les CDs. La grande proximité entre ces deux types
cellulaires a été mise en évidence par immunohistochimie (figure 15). Afin d’étudier les
interactions potentielles entre les CDs et les macrophages, des modeles de co-culture ont été
réalisés dans lesquels des CDs et des MAs ou Mls, ont été exposés a un antigene inoffensif en
présence de LPS (ajouté a une concentration similaire a celle de I’air ambiant). Les CDs ont
été ensuite injectées a des souris syngéniques receveuses, et la sensibilité des souris a

I’encontre de I’antigéne a été étudiée. Les CDs cultivées en présence de MAs induisent une
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sensibilisation allergique des souris receveuses contrairement aux CDs incubées en présence
de Mls. Ces dernic¢res présentent un phénotype plus immature et une activité migratoire
diminuée par comparaison aux CDs incubées seules ou en présence de MAs. Ce résultat
s’explique par le fait que les Mls, lorsqu’ils sont exposés au LPS, sécrétent de grandes
quantités d’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire qui bloque la maturation des CDs et
provoque leur paralysie (figure 15). Ces résultats démontrent sans ambiguité I’importance des
MIs dans I’homéostasie pulmonaire. Ce rdle est confirmé par des expériences in vivo de
déplétion sélective des MlIs. Leur déplétion permet la sensibilisation des souris a un antigene
inoffensif administré avec de faibles doses de LPS, un protocole qui n’induit pas de réponse
chez les souris non déplétées en MIs. Ces résultats suggerent qu’en conditions normales les
MIs sécretent de I’IL-10 en réponse au LPS et, par ce biais, bloquent I’activité des CDs,
prévenant ainsi les réponses non désirables et potentiellement dangereuses a 1’encontre
d’antigénes inoffensifs. Dans ce modé¢le, la non-réponse aux antigeénes inoffensifs est basée
sur une ignorance, plutdt qu’une tolérance, de 1’antigéne par le systétme immunitaire (148,

149).
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Figure 15. Les macrophages interstitiels induisent un état d’ignorance immunitaire en conditions
physiologiques.
Encart. Des cryo-coupes de poumons de souris ont été analysées par immunohistochimie afin d’identifier les
macrophages interstitiels (M1, en rouge) et les cellules dendritiques (CDs, en bleu). Sur cette photographie, le
contact entre une CD et un MI peut étre observé.
Schéma. Modéle de la régulation de I’homéostasie immune pulmonaire par les MI en conditions
physiologiques non inflammatoires. Les CDs (en bleu), lorsqu’elles sont exposées a un allergéne accompagné
d’endotoxine (LPS), comme cela se passe dans la majorité des situations physiologiques, devraient induire le
développement de lymphocytes T auxiliaires de type 2 (Th2, en mauve) favorisant les allergies pulmonaires
Dans ce modeéle, la stimulation des MI par le LPS empéche ce processus. Les MI stimulés par le LPS produisent
la cytokine immunosuppressive IL-10, laquelle bloque la maturation et la migration des CDs. Les réponses
immunes adaptatives ne peuvent des lors se développer et 1’allergéne est ignoré par le systéme immunitaire
pulmonaire.

Adapté a partir Bedoret Denis et al Medecine Science 2010.

2.6.4. Les mastocytes

Les mastocytes (MCs) sont localisés au niveau des muqueuses c’est a dire au niveau des sites
d’entrée des antigénes. Les MCs humains et murins activés par la dimérisation de leurs
récepteurs aux IgE libérent des chimiokines capables d’attirer les CDs immatures : CCL2,
CCL3 et CCL4 (150, 151). Réciproquement, il a ét¢ démontré que les CDs produisent CCL5
et CCL8 lesquelles peuvent interagir avec le récepteur CCR3 exprimé par les MCs. De plus
en plus d’études s’intéressent aux interactions entre les CDs et les MCs au cours des réponses
immunitaires et ont démontré que les MCs modulent 1’activité des CDs.

L’histamine par exemple qui est stockée dans les granules des MCs et dans ceux des
basophiles exerce plusieurs effets sur les CDs par I’intermédiare des récepteurs HIR, H2R et
H4R. L’histamine est un facteur chimio-attractant des CDs humaines, propriété
principalement imputée au récepteur H4R avec une contribution modeste du récepteur HIR
décrite (152-155). L’histamine inhibe la sécrétion d’IL-12 (IL-12p70) par les CDs et
augmente la production d’IL-10 et d’IL-6 (152, 154, 156-161). Ces données suggérent que
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I’histamine via le récepteur HIR polarise les CDs vers un profil induisant la génération des
LTh2 (figure 16). L histamine via ces récepteurs HIR et H2R induit également la maturation
des CDs. Elle augmente I’expression des molécules de CMH 1II et CD86 par les CDs (156,
157). Des données obtenues in vivo ont démontré que 1’histamine sécrétée par les MCs dans
un mod¢ele d’hypersensibilité cutanée agit sur les cellules de Langerhans via son récepteur
H2R et induit leur migration vers les ganglions lymphatiques drainants. Ceci souligne que
’activation des MCs in vivo peut influencer la migration des CDs (162-164).

D’autres facteurs libérés par les MCs apres 1’engagement du FceRI ont des effets redondants
par rapport a I’histamine. Le TNF et I'IL-1B facilitent la migration et la maturation
fonctionnelle des CDs (165, 166). L’IL-16 (167), ’'IL-18 (168), CCL5 (169, 170) et PGE2
(171) augmentent également la migration des CDs. Le TNF et les exosomes provenant des
MCs augmentent I’expression des intégrines asfa4et aef;, de CMH II, CD80, CD86 et CD40
induisant ainsi la maturation fonctionnelle des CDs (172, 173). 11 a été démontré que PGD2 et
PGE2 inhibent également la production de 1I’IL-12 par les CDs renforcant la polarisation Th2.
A Tl’inverse des autres facteurs cités, PGD2 bloque la migration des CDs (75). La TSLP
produite par les MCs promeut la maturation des CDs et active le développement des LTh2
(174) et la production de CCL17 (également nommée TARC) par les CDs. CCL17 est une
chimiokine qui induit la migration de LTh2.

Récemment, I’étude réalisée par Mclachlan J.B. et al a démontré sans ambiguité I’effet
adjuvant des MCs sur les CDs. L’administration sous-cutanée ou intra-nasale de molécules
activatrices des MCs, en méme temps que l’antigéne en lieu et place des adjuvants
classiquement utilis¢ comme 1’hydroxyde d’aluminium, induit une réponse immune
systémique protectrice contre 1’antigéne en provoquant une augmentation de la mobilisation
et de I’activation des CDs dans les ganglions drainants. Par contre, ces molécules activatrices
des MCs ¢taient incapables d’induire des réponses immunes optimales chez les souris

déficientes en mastocytes (175).
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Figure 16. Mécanismes par lesquels les MCs peuvent influencer les CDs.
Les molécules membranaires exprimées par les MCs et leurs produits de sécrétion influencent plusieurs aspects
de la biologie et de la fonction des CDs. En retour, les CDs peuvent également influencer la fonction des MCs.

Adapté a partir de Galli S.J. et al, Nature Immunology 2005.

A la lumiére de ces différentes données, les MCs n’apparaissent plus seulement comme des
cellules délétéres responsables des symptomes cliniques dans les maladies allergiques mais
¢galement comme des cellules capables de réguler la fonction des CDs et donc d’entretenir

une réponse immune inadaptée vis-a-vis de 1’allergéne.
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Chapitre 3: La balance LT effecteurs/LT régulateurs dans ’allergie

Dans ce chapitre, nous allons discuter le role des différentes sous-populations de LT
impliquées dans 1’asthme allergique qui n’apparait plus exclusivement comme un
dysfonctionnement induit par les LTh2. L’asthme a été longtemps interprété dans le cadre tres
restreint du fameux paradigme Th1/Th2. La participation d’autres LT dans la pathogenése de
I’asthme allergique a été étudiée et met en cause des LTh17, LTh9, LiNKT, LTyo, les T CD8"
et les LTregs (figure 17).
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Figure 17. Les différentes sous-populations de LT impliquées dans le phénotype asthmatique.

Différentes sous-populations de LT influencent les réponses immunes allergiques. Les LTh2 assurent le
recrutement des éosinophiles en conjonction avec les LiNKT et les LTCD8". Les LThl et les LTh17 sont
associés a I’asthme sévére résistant aux stéroides souvent caractérisé par un infiltrat riche en neutrophiles. Les
LTregs et la sous-population de LTyd sont capables de réguler négativement les réponses immunes pulmonaires
et sont importants dans [’homéostasie du systéme immunitaire. IFNy, Interferon-y; IL, Interleukin.

Adapte de Lloyd C.M. & Hessel E.M., Nature Reviews Immunology 2010.
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3.1. Leslymphocytes Thl et Th2

3.1.1. Les lymphocytes Th2

Le role essentiel des LTh2 a été suggéré suite a la présence massive des LTh2 dans les voies
respiratoires de sujets souffrant d’asthme (176, 177).

Un grand nombre de données provenant des modéles humains et murins a mis en évidence
que les LTh2, via la production des cytokines telles que I’'IL-4, I’IL-5 et I’IL-13 peuvent
initier et entretenir les caractéristiques pathophysiologiques de la maladie (178, 179). L’IL-4
est importante pour la sensibilisation allergique et la production d’IgE et I’IL-5 pour la survie
des ¢osinophiles. L’IL-13 a également des effets déléteres sur les poumons. Elle joue un rdle
central dans I"hyperréactivité bronchique et le remodelage tissulaire.

Les LT CD4" activés (augmentation de I’expression de CD25) sont détectés 24 heures aprés
la provocation allergénique dans le lavage broncho-alvéolaire de sujets atteints d’asthme
allergique. Des études ont montré que I’activation des LT dans le lavage broncho-alvéolaire
est corrélée a la sévérit¢ de 1’asthme (évaluée par I’hyperréactivité bronchique) et a
1’¢osinophilie bronchique (180-182). Ces LT expriment des taux élevés d’ARNm de I’IL-4 et
de I'IL-5 (180), suggérant une augmentation du nombre de LTh2. Des biopsies de tissus
pulmonaires confirment également un nombre accru de LT CD4" activés au sein de la
muqueuse (183). Les ARNm codant pour I’'IL-4 et I’IL-5 sont également détectés dans les
biopsies bronchiques de patients asthmatiques allergiques (184).

De plus, le nombre de cellules exprimant les facteurs de transcription GATA-3, c-Maf et
STAT6 (associés au profil de lymphocyte Th2) est plus important dans les biopsies
bronchiques de patients asthmatiques allergiques comparativement aux sujets controles (185,
186). A I’inverse, le nombre de cellules exprimant T-bet (facteur de transcription associé au
profil de LTh1) est réduit (187).

Plusieurs études chez la souris ont souligné le role des LT CD4" et des réponses immunes de
type Th2 dans la maladie asthmatique allergique. Des souris déficientes en LTCD4" (par
déplétion ou inactivation des LTCD4" totaux) et des souris déficientes en IL-4 développent
une réaction asthmatique atténuée en comparaison avec des souris sauvages controles, apres
immunisation et challenge avec I’allergene (188, 189).

Le transfert de LTh2 spécifiques de ’OVA provenant de souris transgéniques DO11.10
(souris ayant un TCR spécifique de ’OVA) ou de souris immunisées a ’OVA, a des souris
naives induit une €osinophilie pulmonaire et une hyperréactivité bronchique apres challenge

des souris receveuses par I’OVA (190, 191). Chez des souris SCID, le transfert de LTh2, un
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jour aprés I’administration intra-nasale d’OVA, suivi de plusieurs challenge d’OVA
s’accompagne également d’une hyperréactivité bronchique et d’une inflammation pulmonaire
(192). Etant donné I’importance des facteurs de transcription STAT6 et GATA3 dans la
différentiation des LTh2, plusieurs études ont évalu¢ leur role dans le développement de la
réaction pulmonaire allergique (figure 18). Des souris déficientes pour le facteur de
transcription STAT6 ne développent pas d’inflammation pulmonaire aprés immunisation et
challenge a ’OVA (193). Chez des souris sensibilisées a ’OVA, I’administration intra-nasale
d’un nucléotide anti-sens de STAT6 avant le challenge réduit I’hyperréactivité bronchique et
I’inflammation pulmonaire (194, 195). De la méme facon, I’administration d’un nucléotide
anti-sens pour GATA-3 a des souris immunisées, avant le challenge a ’OVA, inhibe la
réponse Th2, I’inflammation pulmonaire et I’hyperréactivité bronchique (196).

L’ensemble de ces données humaines et murines souligne le rdle crucial des LTh2 dans le

développement de la réaction pulmonaire allergique.

3.1.2. Les lymphocytes Thl

Le role des LTh1 dans le développement de 1’asthme allergique est plus hardu a évaluer. Dans
certaines études, les LThl atténuent la réaction allergique, tandis que dans d’autres études ils
la potentialisent.

Des lymphocytes Thl ont été également détectés dans les voies respiratoires des patients
asthmatiques (197). Certaines études ont conforté le role protecteur des LTh1 principalement
par inhibition de la fonction des LTh2. Ainsi, I’immunothérapie avec des allergenes tels que
le venin d’hyménoptere ou les graminées est capable d’augmenter 1’expression de I'IFN-y et
de diminuer chez la plupart des patients la production d’IL-4 (198, 199). De méme, une
immunothérapie avec des extraits de 1’acarien Dermatophagoides pteronyssinus améliore la
fonction pulmonaire des enfants atteints d’asthme allergique. Cette amélioration a été
attribuée a la diminution des taux sériques d’IL-4 et d’IL-13 et & ’augmentation des taux
sériques d’IFN-y (200).

Le transfert de LThl, issus de souris transgéniques avec un TCR spécifique de I'OVA, a des
souris naives n'induit pas d'hyperréactivité bronchique ni d'inflammation pulmonaire. De la
méme facon, le transfert de LThl a des souris SCID naives n'induit pas d'hyperréactivité

bronchique et s’accompagne d’une faible production de mucus et de la présence d'infiltrats
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périvasculaires riches en LT et neutrophiles. En conclusion, le transfert de LThl a des
animaux receveurs ne permet pas d’induire un asthme allergique.

Les LTh1 exercent différents effets inhibiteurs sur les LTh2. Ils inhibent via la production
d'INFy la sécrétion des cytokines par les LTh2 et leur prolifération in vitro (201, 202). Chez la
souris, I'INFy a des effets inhibiteurs sur I'hyperréactivité bronchique et 1'éosinophilie
pulmonaire induites par les LTh2. Quand elle est administrée avant le challenge antigénique,
I’IFNy réduit in vivo le nombre de LT CD4 dans le tractus respiratoire (203-205) et la
sécrétion des cytokines Th2 (204, 206).

Dans une autre étude, le transfert adoptif de LThl polarisés in vitro et issus de souris
transgéniques avec un TCR spécifique de I'OVA au moment de la premicre provocation a
I'OVA diminue le nombre d'éosinophiles présents dans le lavage broncho-alvéolaire, mais ne
modifie pas I'hyperréactivité bronchique.

Le facteur de transcription T-bet est responsable de la différentiation des LT CD4 vers un
profil Thl. Chez des souris sensibilisées a I'OVA, 1'administration par voie intra-nasale de T-
bet avant les provocations a 'OVA diminue le nombre d'éosinophiles dans le lavage broncho-
alvéolaire, l'infiltration péribronchique, les taux sériques d'IgE totaux et les taux d’IgE
spécifiques de 'OV A (207). Ces données confirment l'implication des LTh1 dans le contrdle
de la réaction pulmonaire allergique.

Toutefois, le transfert de LTh1 avec un TCR spécifique de ’OVA a des souris soumises a un
modele d’asthme allergique a donné des résultats controversés. Dans une premiere étude, ce
transfert réalis¢é au moment de la premicre provocation allergique diminue le nombre
d’éosinophiles présents dans le lavage broncho-alvéolaire, mais ne modifie pas
I’hyperréactivité bronchique.

Dans une autre étude, ce transfert induit une augmentation du nombre de lymphocytes et de
monocytes/macrophages dans le lavage broncho-alvéolaire et tend a augmenter le nombre
d'éosinophiles. Le transfert de LThl chez des souris avec un asthme déja établi (suivi de
provocations a 'OVA) augmente aussi le nombre de lymphocytes, de macrophages et
d'éosinophiles dans le lavage broncho-alvéolaire (208). Ces derniers résultats suggerent que
les LThl ne sont pas protecteurs dans ce modéle d'asthme expérimental, mais
potentialiseraient plutot la réponse inflammatoire. Contrairement aux LTh2, le transfert de
LThl provenant de souris immunisées n’induit pas d’hyperréactivit¢ bronchique ni
d’inflammation pulmonaire allergique (190, 209, 210). Toutefois, une équipe a également

démontré que les LTh2 seuls ne suffisaient pas au développement d'une réponse allergénique
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pulmonaire. Un co-transfert de LTh1 et de LTh2 a des souris naives suivi de provocations a
I'OVA semble indispensable au recrutement des LTh2 et des éosinophiles dans les voies
respiratoires et dans les poumons et ce via l'induction de 1'expression de VCAM-1 a la surface
des cellules endothéliales dans les poumons (211).

Les ¢tudes utilisant des mod¢eles murins ont ainsi donné des résultats contradictoires quant au
role potentiel des LThl et de I’FN-y dans I’inflammation pulmonaire et 1’hyperréactivité
bronchique. Dans certaines études, il a ét¢ démontré que les LThl et ’FN-y atténuent la

réaction allergique tandis qu’ils I’amplifient dans d’autres études.

3.2. Les lymphocytes Th17

Les LTh17 sont une sous-population de LT CD4" effecteurs qui exprime I’IL-17 et les
facteurs de transcription clés tels que ROR-yt et RORa (212, 213). Le TGF-J et les cytokines
telles que I'IL-6, I'IL-21 et I’IL-23 sont des facteurs cruciaux pour le développement des
LTh17 chez la souris. Le role de ces cytokines dans le développement des LTh17 chez
I’homme n’est pas clairement établi (214, 215) (figure 18). IL-17A est induite dans les
poumons des patients asthmatiques et les taux d’IL-17 corrélent avec la sévérité de la maladie
chez les patients asthmatiques résistants aux stéroides et les patients avec un infiltrat
inflammatoire riche en neutrophiles (216, 217). Des études plus approfondies ont révélé un
role important des LTh17 dans la réaction allergique. La sensibilisation des voies respiratoires
a un allergene induit des réponses Th2 modestes et une forte réponse Th17 responsable d’une
neutrophilie et d’une hyperréactivité bronchique (218, 219). Les LTh17 exacerbent I’hyper-
¢osinophilie pulmonaire (220). Le transfert de LTh17 spécifiques de 1’allergéne provoque une
hyperréactivité bronchique et une inflammation pulmonaire résistante aux stéroides chez la
souris (221) renforcant davantage 1’association entre les LTh17 et I’asthme sévere (figure 19).
Cependant, certaines études réalisées in vivo ont révélé un role plus complexe de I’IL-17 au
cours des réactions allergiques. Bien que 1’abrogation de la fonction de I’'IL-17 durant la
sensibilisation allergique soit protectrice dans les modéles murins d’asthme allergique,
I’administration de I’IL-17A au moment des provocations réduit également 1’inflammation

pulmonaire suggérant un role régulateur de 1’IL-17 dans 1’asthme allergique (222, 223).
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Figure 18. Différentiation et maturation des LTh17 chez I'homme et chez la souris.

Chez la souris, le TGF-f agit de concert avec I’IL-6 ou I’'IL-21 pour induire I’activation de STAT3. Cette
derniére induit I’expression de RORyt et de 1’'IL-23R et aboutit ainsi a la différentiation des LT CD4" naifs en
LTh17. Chez I’homme, la combinaison de TGF-f et d’Il-6 est incapable d’induire la différentiation de LTh17 a
partir de LT CD4" naifs du sang de cordon ou de la circulation périphérique. IL-1B et IL-23 sont des facteurs
critiques dans le développement des LTh17 humains.

Adapte de Louten J., Journal of Allergy and Clinical Immunology, 2009.
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Figure 19. Modéle de remodelage pulmonaire via ’IL-17.
IL-17 produite par les LTh17 et les LTyd promeut le remodelage pulmonaire via le recrutement des
macrophages et des neutrophiles dans les voies respiratoires. Ag, antigen; DC, dendritic cell; PMN,

polymorphonuclear cell.

Adapté a partir de Alcorn J.F., Annual Reviews Physiology 2010.
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3.3. Les lymphocytes Th9

Les données concernant les sous-populations de LT CD4" ont atteint un nouveau degré de
complexité avec la description récente d’une population discréte de LT CD4" sécrétrices d’IL-
9 dont le développement dépend du TGF-f et de I’'IL-4 (224). La génération de LTh9 exige
I’expression du facteur de transcription PU.1. La sécrétion d’IL-9 par les LTh9 est up-régulée
par I'IL-25 (64). Plusieurs preuves suggerent que les LTh9 sont impliqués dans le
développement de la réaction allergique pulmonaire (figure 20). L’IL-9 est détectée dans les
biopsies bronchiques des patients asthmatiques et elle est co-localisée avec des marqueurs de
LT CD4" méme si d’autres sources cellulaires ont été identifiées comme les mastocytes et les
¢osinophiles (225, 226). Les souris transgéniques pour 1I’IL-9 présentent une éosinophilie
pulmonaire basale et une hyperréactivité bronchique en absence d’exposition a un allergene.
Les souris déficientes en IL-9 ont donné des résultats contradictoires (227, 228). En
comparaison avec les souris sauvages, les souris avec des LT déficients en PU.1 développent
des réponses Th2 normales aprés une exposition a un allergéne avec toutefois une réduction
de I’inflammation pulmonaire associée avec une diminution de 1’expression d’IL-9 (64). Une
¢tude plus approfondie de la fonction des LTh9 est exigée pour clairement préciser s’ils

jouent un role anti- ou pro-inflammatoire dans la réaction allergique.
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Figure 20. Les réponses Th2 et Th9 pendant une inflammation pulmonaire aigue et chronique.

Durant la phase aigue de I’inflammation pulmonaire, I’inhalation de 1’allergene chez les individus prédisposés
induit I’activation des LTh2 qui sécretent plusieurs cytokines. Ces derniéres sont responsables de la synthese
des IgE par les LB, D’activation et le recrutement des mastocytes et des basophiles. Au cours d’une
inflammation chronique, les éosinophiles, les macrophages et les mastocytes produisent du TGF-f3. En présence
d’IL-4 et de TGF-B, quelques LTh2 peuvent se différencier en LTh9. L’IL-9 augmente la production des IgE et
des IgG par les LB, promeut la prolifération/la survie et la libération des cytokines pro-inflammatoires par les
mastocytes et potentialise la survie et la maturation des éosinophiles. L’IL-9 peut augmenter la libération de
I’TL-8 par les neutrophiles et en combinaison avec I’'IL-17 augmente 1’accumulation des neutrophiles dans les
voies respiratoires. Sur les cellules épithéliales, 1’T1-9 induit la sécrétion des chimiokines et la production de
mucus. L’IL-9 peut également induire 1’expression des chimiokines spécifiques des LTh2 par le muscle lisse
pulmonaire et I’hyperplasie des cellules musculaires. Les changements structuraux et cellulaires induits par
I’IL-9 influencent le remodelage pulmonaire et perpétuent I’inflammation.

Adapté a partir de Sorrosh P. and Doherty T.A., Immunology 2009.

3.4. Les Lymphocytes T CD8"

La présence des LT CD8" dans les voies respiratoires des patients asthmatiques est bien
documentée. La production de 1’IL-4 et I’IL-5 par les LT CDS8" est plus élevée dans les
biopsies bronchiques des patients atteints d’asthme atopique ou non atopique que chez les
sujets sains (184). De plus chez ces patients, la production de I’'IL-4, de I’IL-5 et de I'IFN-y
par les LT CDS8" est augmentée dans les expectorations induites par rapport aux sujets sains
(229). 11 est clairement établi que les LT CD8" issus du sang périphérique différent des LT
CDS8" des voies respiratoires surtout chez les patients asthmatiques (229). Ceci peut
s’expliquer par un homing préférentiel ou un état d’activation altéré ou augmenté induit par
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’environnement local des voies respiratoires (229). Les LT CDS8 a8 sont bien représentés
parmi les LT intra-épithéliaux et sont présents en proportions élevées chez les patients
asthmatiques (230). La baisse annuelle de FEV1 (Forced Expiratory Volume in One Second)
chez les patients asthmatiques peut étre anticipée en fonction du nombre de LT CD8" présent
dans les infiltrats bronchiques (231). La production des cytokines par les LT CD8" dans les
expectorations induites est corrélée avec la sévérité de 1’asthme (229). De plus, les patients
qui meurent de crises d’asthme ont une large proportion de LT CDS8" bronchiques activés par
rapport aux patients asthmatiques qui décedent d’autres causes (232) ce qui suggere un role
néfaste pour les LT CD8" dans la pathogenése de la maladie asthmatique humaine.

Durant la derniére décennie, plusieurs modéles animaux ont démontré que les LT CD8"
peuvent avoir des effets bénéfiques ou déléteres dans les voies respiratoires des sujets
asthmatiques (233). Bien que 1’ensemble de ces données contribue a mieux appréhender le
role potentiel des LT CDS8" dans 1’asthme chez la souris et chez I’homme, leur role n’est pas
totalement élucidé. La déplétion des LT CD8o.” (en utilisant 1’anticorps OX-8) chez des rats
déja sensibilisés a 1’allergéne entraine une augmentation de I’inflammation pulmonaire, du
remodelage pulmonaire (hyperplasie musculaire, prolifération des cellules épithéliales et
augmentation de la production de mucus) (234) ce qui suggere un roéle protecteur des LT
CD8. Le fait que le marqueur CD8a soit exprimé par d’autres cellules comme les
macrophages, des sous-populations de CDs, les cellules NK et les cellules iNKT compliquent
I’interprétation de ces résultats. A I’inverse, des expériences de transfert in vivo de LT
CDS8op" révelent que ces cellules aggravent les symptomes de la maladie asthmatique soit
directement soit de concert avec les LT CD4" (235-237). Les souris déficientes en LT CD8"
développent moins d’inflammation pulmonaire tandis que le transfert de LT CD8" effecteurs
mémoires (générés in vitro et activés par I’allergéne) a des souris déficientes en LT CD8"
sensibilisées au méme allergéne s’accompagne d’une augmentation de 1’hyperréactivité
bronchique, de 1’éosinophilie et des taux d’IL-13 dans le lavage broncho-alvéolaire. Il est
intéressant de noter que les effets déléteres des LT CD8 transférés ne sont pas observés si les
LT CDS8" transférées proviennent de souris déficientes en IL-13 ou de souris n’ayant pas recu
de challenge intra-nasale (237) ce qui indique que les LT CD8o "délétéres sont activées dans
les voies respiratoires et produisent de 1’IL-13 localement.

En présence des LTh2, les LT CD8" spécifiques du virus de la chorioméningite lymphocytaire
produisent beaucoup d’IL-5 et a I’inverse ne sécretent plus d’IFN-y. IIs contribuent ainsi a une

augmentation de 1’éosinophilie chez la souris (238). Cette observation explique partiellement
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la contribution des infections virales dans 1’exacerbation de I’asthme. A I’inverse, la maladie
asthmatique altére les réponses T CD8" anti-virales. Les patients asthmatiques infectés par un
rhinovirus présentent une sécrétion altérée d’IFN-y, un phénotype non cytolytique de LT
CDS" et une perturbation de la résolution de I’infection virale. En comparaison avec les sujets
sains, les patients asthmatiques ont une augmentation de la fréquence, de la sévérité et de la
durée de leurs infections rhinovirales (239). En dépit de toutes ces corrélations et de
’ensemble de ces données, la question reste posée quant aux roles des LT CDS8" dans la

chronicité et la sévérité de la maladie: spectateurs ou acteurs? (Figure 21).

Anti-inflammatory Pro-inflammatory

Figure 21. Les effets positifs et néfastes des LT CD8" dans I’asthme.

Les LT CDS8'régulent la production d’IgE et peuvent représenter une cible précieuse pour modérer la
polarisation Th2 des réponses allergiques. Les LTcl peuvent modérer I’inflammation pulmonaire a 1’inverse
des LTc2. Le role régulateur des LT CD8" dans 1’asthme reste a définir. Les LT CD8" activés par les virus
respiratoires sont capables de switcher la production d’IFN-y en une production de cytokines de type 2 et
contribuer ainsi aux exacerbations d’asthme induite. Les cellules mémoires CD8" sont impliquées dans la
pathogenése de I’asthme via une production de cytokines de type 2.

Adapté a partir de Bettes R.J., Kemeny D.M., Pharmacology & Therapeutics 2009.

3.5. Les Lymphocytes NKT invariants (LiNKT)

Les LiNKT expriment le récepteur invariant des LT (TCR):Va14 chez la souris et Va24 chez

I’homme. Ce TCR reconnait les glycolipides a la place des antigénes peptidiques
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conventionnels dans le contexte des molécules de CMH de classe 1 CD1d. Ce récepteur est
hautement conservé entre les especes suggérant qu’il agit comme un PRR et que les LINKT
contribuent aux réponses immunes innées. L’activation du TCR invariant des LiNKT conduit
a une production rapide d’une gamme de cytokines comme I’'IL-4 et 'INF-y assurant un
soutien précoce pour I’induction des réponses immunes adaptatives. Une autre population de
LiNKT dénommée les LiINKT non classiques ou les LINKT de type II reconnait ¢galement les
antigeénes associés au CD1d mais n’exprime pas le TCR invariant.

L’implication des LiNKT dans le développement des maladies allergiques des voies
respiratoires a ét¢ mise en évidence dans les modeles animaux. Les souris déficientes en
LiNKT (souris CD1d” ou les souris joclS'/') maintiennent un certain degré d’€osinophilie mais
ne parviennent pas a développer une hyperréactivité bronchique (240). L’instillation inta-
nasale de glycolipide a-galcer (a-galactosylcéramide), ligand du TCR des LiNKT induit la
production de I’IL-13 et de la TSLP par les LiNKT et favorise 1’hyperréactivité bronchique
(241). L’exposition des souris a 1’a-galcer en présence d’un antigéne induit bien une
sensibilisation des animaux vis-a-vis de 1’allergéne dépendante des LiNKT. Des résultats
similaires ont été obtenus chez des primates non humains (242). Cependant le role des LiNKT
dans le développement de I’asthme humain reste controversé. La proportion de LiINKT dans
le lavage broncho-alvéolaire des patients asthmatiques varie de 2% a 60% (243, 244). Ces
différences reflétent la variabilité des techniques expérimentales et de 1’échantillonnage des
patients. Le nombre de LINKT est augmenté chez les patients asthmatiques apres
provocations allergéniques (245, 246) (tableau 4). Les LINKT sont susceptibles d’amplifier
les réponses allergiques en présence des LTh2. Ils peuvent également induire une
hyperréactivité bronchique sans 1’aide activatrice des LTh2 par le biais d’une activation

directe par des virus ou la pollution (247) (figure 22).
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iNKT cells in patients with asthma

Year iNKT cells are
pathogenic not pathogenic
2006 Akbari About 60% of CD4*CD3" cells in Thomas Only 0.4-2.1% of lymphocytes in BALF of
BALF from patients with severe asthmatic patients were 6811+ NKT cells [25]
asthma were CD1d-restricted
NKT cells [21]
Pham-ti The frequency of CD1d-restricted NKT

cells in BALF from severe asthmatic
children was higher than in BALF
from controls [22,23]

Hamzaoui The number of CD3*CD56°NKT cells
in the sputum of severe asthmatic
patients is increased as compared to
that of controls [24]

2007 Vijayanand Fewer than 2% of CD4T cells were CD1d-restricted,
6B11* or Va24* NKT cells in airway biopsy, BALF,
and sputum of mild or moderately severe asthmatic
patients and controls [26]

Mutalithas The presence of 6B11* NKT cells in BALF of mild
asthmatic patients was not significantly higher
than that of controls [27]

Thomas Approximately 1% of lymphocytes were
6B11°Va24*NKT cells in BALF and this did not
increase with an antigen challenge [28]

Bratke Less than 1% of T cells were 6B11°NKT cells in
BALF of mild asthma patients [29]

2009 Matangkas CD1d-restricted NKT cells in BALF

ombut of severe or mild asthmatic patients
increased (readdressed) [30]
Reynold CD1d-restricted NKT cells increased

in lung specimens from mild asthmatic
patients as compared to those from
controls [31]

2010 Koh V24" or 6B11° NKT cells were
significantly increased in sputum from
patients with asthma as compared to
those from controls [32]

BALF, bronchoalveolar lavage fluid.
Tableau 4. Les lymphocytes iNKT chez les patients asthmatiques.

Adapté a partir de Iwamura C. & Nakayama T., Current Opinion in Immunology 2009.
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Figure 22. Les LTh2 et les LINKT dans le développement de I’hyperréactivité bronchique et de
I’inflammation pulmonaire.

Les LiNKT sont activés par des substances environnementales ou des cytokines pro-Th2. Les iNKT activés
peuvent induire une hyperréactivité bronchique et une hyper-neutrophilie dans les voies respiratoires en
produisant respectivement 1’IL-13 et I’IL-17.

Adapté a partir de Iwamura C. & Nakayama T., Current Opinion in Immunology 2009.

3.6. Les Lymphocytes Tyo

Une population locale de LTyd est en association étroite avec 1’épithélium pulmonaire. Elle
exerce une fonction d’immunosurveillance en répondant aux signaux de stress endogene (248,
249). Le taux de LTyd est plus élevé dans le lavage broncho-alvéolaire des patients
asthmatiques en comparaison avec les sujets sains. En outre, les LTyd des patients
asthmatiques sécretent de 1’'IL-4 et proliférent aux allergenes spécifiques contrairement aux
LTyd des sujets contréles (250). Par ailleurs, une grande proportion de LTyd dans la
muqueuse nasale des patients atteints de rhinite allergique exprime de 1’'IL-4 et peu d’IFN-y
(251). Cette observation n’a pas ¢été confirmé avec les cellules du sang périphérique
soulignant la nécessité d’évaluer les cellules tissulaires résidentes. La fonction des LTyd n’a
pas été étudiée dans les poumons des patients asthmatiques. L’¢étude des modeles murins a
suggéré que les LTyd exercent des roles contradictoires dans le développement de la réaction

allergique. Deux sous-populations de LTyd pulmonaires ont été¢ identifiées. Une sous-
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population de LTyd pro-inflammatoire qui exprime le TCRVyl" et une sous-population
suppressive qui exprime le TCRVy4" (252, 253). Comme les LTh2, les LTy8Vy1" produisent
de I'IL-4 et de I’IL-13 dans les voies respiratoires et agissent en synergie avec les LINKT
pour induire une hyperréactivit¢ bronchique. La capacité des LTydVy4  a supprimé
I’hyperréactivité bronchique et I’inflammation pulmonaire déja établies dépend de leur
capacité a sécréter de I’'IL-17A (222). Une hyperréactivité bronchique est observée chez des
souris non sensibilis€ées déficientes en LTyd suggérant un role de ces cellules dans
I’homéostasie des voies respiratoires (254).

Collectivement, ces expériences suggerent une implication des LTyd dans les réponses
immunitaires pulmonaires. Leur rdle précis dans I’asthme allergique chez ’homme reste a

étudier.

3.7. Les lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T régulateurs (LTregs) sont un groupe de cellules qui jouent un réle central
dans le maintien de I’intégrit¢ de I’individu en évitant les réponses immunes excessives ou
inappropriées qui peuvent conduire a des pathologies immunes. Cette population de LTregs

contribue a établir un état de tolérance immune vis-a-vis des antigénes inoffensifs.

3.7.1. Les caractéristiques générales des Ltregs

11 existe des arguments attestant ’existence d’une population de LT CD4" régulatrices qui se
développe durant la maturation thymique des LT CD4" (appelée LTreg naturel) ou en réponse
a une stimulation antigénique en périphérie (LTreg induit) (figure 23) (255, 256).
3.7.1.1 Les LTregs naturels

Ces cellules expriment constitutivement et fortement le CD25 a leur surface. Les LTregs
CD4'CD25" représentent approximativement 10% des cellules T CD4" circulantes chez la
souris (257) et 6 a 10% chez I’homme (258). Outre la forte expression du CD25 a leur surface
membranaire, les LTregs murins quiescents expriment d’autres molécules de surface tels que
le CTLA-4 (259), la neuropiline-1 (260), trois membres de la famille de récepteurs au TNF-a
(GITR, 0X40, et 4-1BB) (261), le CD103 (262) et le CD45RB"" (263). Apres activation,
I’expression membranaire du CTLA-4, de OX40 et de 4-1BB est fortement augmentée, celle
de GITR est légerement augmentée tandis que 1’expression de CD103 n’est pas modifi¢e
(261). Les LTregs naturels humains expriment également le CTLA-4 mais son expression est

intra-cellulaire et les récepteurs de chimiokines CCR4 et CCR8 (264).
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Que ce soit chez ’homme ou chez la souris, les LTregs naturels expriment fortement le
facteur de transcription Foxp3 (Forkhead-box protein 3) molécule contribuant en grande
partie a leur développement et a leur fonction suppressive. Ainsi, la réduction de I’expression
de Foxp3 abroge leur fonction suppressive. A 1’inverse, une surexpression de Foxp3 dans LT
effecteurs CD25" leur confeére un phénotype suppresseur (265). Chez I’homme, des mutations
du géne Foxp3 induisent le syndrome IPEX (Immunodysregulation, Polyendocrinopathy,
Enteropathy and X-linked) caractérisé par le développement de maladies auto-immunes et
allergiques.

Des mutations du geéne codant Foxp3 chez la souris (souris scurfy) conduisent a un syndrome
équivalent au syndrome IPEX humain (266). L’expression de Foxp3 peut également étre
induite dans les LT naifs CD4'CD25  par le TGF-B, convertissant ainsi ces lymphocytes en
LTregs (CD25 CD45RB°YCTLA-4") (267).

3.7.1.2 Les LTregs CD4" induits

Contrairement aux LTregs naturels, les LTregs induits sont générés en périphérie. Ils sont
divisés en deux sous-populations: les Trl et les Th3.

Les Trl ont été décrits par Groux et al. Cette équipe a démontré que 1’activation chronique
des LT CD4" humains et murins en présence d’IL-10 génére des LT CD4" ayant une faible
capacité proliférative et produisant des quantités élevés d’IL10, peu d’IL-2 et pas d’IL-4
(268). 11 apparait que la fonction régulatrice des ces cellules ne se limitent pas aux réponses
de type Thl, et qu’elle inclut les réponses de type Th2 et CD8" cytotoxique (256).

Les LTh3 ont été décrits par Chen et al. Ils produisent des quantités ¢levées de TGF-f3, peu
d’IL-4 et des quantités variables d’IL-10. Ils interviennent dans la protection contre les

maladies auto-immunes de type Thl (269).
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Figure 23. Les LTregs naturels et induits.

Les LTreg naturels CD4'CD25" se développent et se différencient dans le thymus, puis circulent dans les tissus
périphériques ou ils suppriment les LT activés dirigés contre les antigénes du soi. D’autres populations de
LTreg dits inductibles spécifiques d’antigéne peuvent étre induits & partir de CD4'CD25™ ou des CD8'CD25
naifs par des CDs semi-matures, de I’'IL-10, du TGF-P et probablement de I’INF-a.

A partir de Mills K.H., Nature Reviews Immunology 2004.

3.7.2. Détection de LTregs spécifiques de I’allergéne chez les individus non
atopiques

Plusieurs études chez ’homme ont démontré que chez un individu non atopique, une réponse
immune aux allergénes environnementaux communs est détectable avec une prédominance
des LTrl spécifiques d’allergenes (270-272).

Des LThl, des LTh2, et des LTrl spécifiques de I’allergéne sont mis en évidence chez les
individus sains comme les patients allergiques mais dans des proportions différentes. Chez les
individus sains avec des IgG anti-allergenes détectables, les LTrl sont la sous-population
dominante de LT en réponse aux allergénes environnementaux communs alors qu’une
fréquence ¢élevée de LT producteurs d’IL-4 a été observée chez les individus allergiques. Par
conséquent, la fréquence des LTh2 effecteurs ou des LTrl détermine si les individus
développeront de 1’allergie (prédominance des LTh2) ou non (prédominance des Trl). Deux
situations chez I’homme ont permis de démontrer que I’exposition a des taux élevés
d’allergenes induit une tolérance immune et I’activation de LTregs (273, 274). Les apiculteurs
sont naturellement exposés a des taux ¢élevés d’allergenes du venin d’abeilles durant la saison
apicole. Chez ces individus, une réduction des réactions cutanées et une capacité altérée des

LT spécifiques de Dl’allergene a proliférer et a produire des cytokines Thl et Th2 sont
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observées tout au long de la saison apicole. Cette régulation est en corrélation avec une
conversion des LThl et des LTh2 spécifiques de 1’allergéne vers un phénotype LTrl. Il a
¢galement été démontré que I’histamine et son récepteur H2R jouent un réle majeur dans cette
conversion. Dans cette situation, le récepteur d’histamine H2R est sur-exprimé sur les LTh2
spécifiques. L’histamine induit via H2R la production d’IL-10 par les LTh2 (273, 275).
L’activation de H2R exprimé par les LTh2 inhibe également la production de I’IL-4 et I’'IL-13
et la prolifération des LT (273, 276). Ces données suggerent que le récepteur H2R participe
dans certaines conditions a I’induction de la tolérance périphérique aux allergénes. Dans un
autre modele d’exposition a des taux élevés aux allergénes de chat, des réponses 1gG4 et des
LTrl sont également induits et s’accompagnent d’une absence d’asthme (274). 11 a été
¢galement démontré que les enfants qui ne sont pas allergiques au lait de vache présentent une
fréquence élevée de LTregs et une diminution des réponses prolifératives aux allergenes
spécifiques par rapport aux enfants qui ne tolérent pas le lait et présentent des symptomes
cliniques allergiques aprés sa consommation (277). L’ immunothérapie spécifique qui consiste
a injecter par voie sous-cutanée des doses croissantes d’un allergéne aux patients induit de la
tolérance périphérique vis-a-vis de cet allergene en activant des LT régulateurs spécifiques de
I’allergéne (des LTreg producteurs d’IL-10 et des LT CD4'CD25") (270, 272, 278-280).
Ainsi, I’immunothérapie spécifique pratiquée chez des patients atteints de rhinite allergique
(en réaction aux pollens de graminées) augmente le nombre de LT CD25 Foxp3” dans la
muqueuse nasale. Cette induction de LTregs s’accompagne bien d’une inhibition de
I’inflammation allergique saisonni¢re (281). Ces données suggérent un rdle crucial des

LTregs dans I’induction de la tolérance immune spécifique de I’allergéne chez I’homme.

3.7.3. Les LTregs et ’hypothése hygiéniste

La découverte du role des LTregs dans la protection contre les maladies allergiques et les
différentes études épidémiologiques ont conduit a de nouvelles interprétations de 1’hypothése
hygiéniste. Il a été proposé qu’une hygieéne excessive et une faible exposition microbienne
altérent I’induction des LTregs d’ou une augmentation des réponses Thl et Th2. Cette
interprétation permettrait d’expliquer 1’augmentation conjointe de la prévalence des maladies

allergiques et des maladies auto-immunes (figure 24).
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Figure 24. Réduction de la régulation immune et défaut de la déviation immune dans les maladies
allergiques.
Une diminution de 1’activation des CDs par les PRRs du fait d’une hygiéne excessive s’accompagnerait
également d’une diminution de la stimulation de LTregs ce qui explique 1’augmentation de la prévalence des
maladies allergiques et auto-immunes.

Adapté a partir de Palomares O., Europeen journal of immunology 2010.

3.7.4. Défaut de LTregs dans I’allergie et dans I’asthme allergique

3.7.4.1 Les LTregs et les réponses allergiques humaines

Plusieurs études ont évalué 1’effet des LTregs sur les LTh2 in vitro. Les T CD4'CD25" isolés
du sang périphérique humain suppriment la prolifération des LT CD4'CD25 et leur
production de cytokines de type Th2 suite a une stimulation allergénique in vitro (282, 283).
Donc les LTregs sont capables d’inhiber les réponses Th2 inappropriées vis-a-vis des
allergénes environnementaux. La sensibilisation des patients atopiques pourrait s’expliquer
par un déficit ou par une défaillance de LTregs. Les premicres études n’ont pas mis en
évidence de différence significative dans la capacité suppressive des LT CD4'CD25" entre les
sujets allergiques atopiques et les sujets controles non atopiques (282, 283). Depuis, il a été
confirmé que les LT CD4'CD25" isolés de sujets atopiques sensibilisés aux pollens de
graminées et co-cultivés avec des LT CD4 CD25 stimulés par le méme allergéne présentent
une fonction suppressive réduite en comparaison avec les LT CD4'CD25" isolés de sujets non
atopiques (284). Chez des enfants asthmatiques allergiques vis-a-vis des acariens, une
réduction similaire des fonctions suppressives des LT CD4 CD25" du sang périphérique a été
observée comparativement a des sujets non allergiques. Ce défaut de fonction de LTregs
pourrait étre en partie liée a une production amplifiée de TNF-o au cours des réactions

allergiques. En effet, en présence d’anti-TNF-o, I’activit¢ fonctionnelle des LTregs et
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I’expression de Foxp3 sont restaurées ce qui pourrait expliquer au moins en partie I’efficacité
de la thérapie anti-TNF-a observée dans le traitement de 1’asthme sévere chronique (285).
Des résultats similaires ont ét¢ observés avec les LTreg isolés des lavages broncho-alvéolaires
de sujets allergiques. Ainsi, les LT CD4'CD25" isolés des lavages broncho-alvéolaires
d’enfants asthmatiques inhibent moins la prolifération des LT effecteurs et leur production de
cytokines/chimiokines (IL-4, IL-13, CCL17 et CCL22) comparativement a ceux isolés des
lavages broncho-alvéolaires de sujets controles. De plus, le pourcentage des LT CD4 CD25"
et les taux d’ARNm de Foxp3 sont plus faibles dans leurs lavages broncho-alvéolaires
comparativement aux sujets controles (286).

Outre la réduction de leur capacité suppressive, les LTregs naturels CD4 'CD25"€"CD127""
1solés du sang périphérique de sujets asthmatiques allergiques sont moins efficaces dans
I’induction de CDs tolérantes comparativement aux LTregs naturels de sujets controles. Ce
défaut d’induction est li¢ a une expression réduite d’IL-10 par les LTregs naturels des sujets
allergiques asthmatiques et est corrélé a la sévérité de 1’asthme (287). Dans cette méme étude,
les auteurs ont démontré que les LT CD4'CD25" isolées du sang périphérique de sujets
asthmatiques allergiques présentent des défauts de migration en réponse a CCLI (une
chimiokine impliquée dans Dinfiltration pulmonaire des lymphocytes Th2) (287). Un
traitement avec des corticostéroides inhalés restaure les fonctions suppressives des LT
CD4'CD25"eh (286, 287) et une corticothérapie orale augmente 1’expression de I’'IL-10 et
I’induction de CDs tolérogéniques chez les patients allergiques (286, 287).

Les LTregs producteurs d’IL-10 ont été impliqués dans la prévention de la sensibilisation
atopique. Akdis et al ont démontré une augmentation de la fréquence des LT CD4"
producteurs d’IL-10 dans le sang des sujets non atopiques en comparaison avec les sujets
atopiques. Ces LT producteurs d’IL-10 peuvent inhiber spécifiquement les LTh2 suite a une
activation par un allergéne. Cette fonction suppressive a ¢été inhibée par des anticorps
bloquants I’IL-10 et le TGF-3 (271). Les traitements utilisés dans les maladies allergiques tels
que les glucocorticoides et les [-agonistes agissent en augmentant le nombre et la fonction
des LTrl-like (288, 289). Ainsi, les patients atteints d’un asthme modéré ou sévére voient leur
nombre de LT CD4'TL-10"Foxp3"™ augmenté dans le sang périphérique suite & un traitement
oral par des glucocorticoides (288). Une autre étude a démontré une augmentation du nombre
de LT CD3"CD25'FOXP3" dont une partie co-exprime également 1’IL-10 dans la muqueuse
nasale des patients atteints de rhume des foins aprés une désensibilisation aux pollens des

graminées (281). Il a également été¢ démontré que le traitement avec la DEX (Dexaméthasone)
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et la vitamine D3 augmente les LTregs producteurs d’IL-10 capables d’inhiber les LTh2
spécifiques de I’allergéne (290).

3.7.4.2 Les LTregs dans les modéles murins allergiques

Un certain nombre d’études utilisant les modeles murins a suggéré un role des LTregs dans la
prévention et le contrdle des maladies induites par les LTh2.

L’étude réalisée par Kearly et al en 2005 a démontré que le transfert de LT CD4 CD25"
spécifiques d’OVA (provenant de souris DOI11.10) par voie intraveineuse a des souris
receveuses immunocompétentes inhibent tous les parametres de la réaction allergique
(inflammation pulmonaire et hyperrréactivité bronchique). Cette protection était dépendante
de I’IL-10 sécrétés par les LTCD4" pulmonaires des souris receveuses et non pas par les LT
CD4'CD25" transférées (291). En revanche, il a été démontré que le transfert de LT
CD4'CD25" par voie intra-trachéale (et non par voie intra-veineuse) avant les provocations a
I’OVA inhibait la réaction pulmonaire allergique par I’intermédiaire de la production de TGF-
B et d’TIL-10 par les LT CD4 CD25" transférés (292).

La déplétion des LTregs CD4'CD25" des souris C3H/Hej avant leur sensibilisation
I’allergéne des acariens a augmenté toutes les caractéristiques de I’asthme chez ces souris
(hyperréactivité bronchique, hyper-€éosinophilie, augmentation des taux sériques ¢levés d’IgE
et des cytokines Th2 dans les poumons) (293).

Outre leur role au moment de la sensibilisation des animaux par I’allergéne, les LTregs
naturels administrés par voie intraveineuse apres le développement de 1’inflammation
pulmonaire mais avant le remodelage bronchique sont capables de supprimer et de prévenir
ces deux paramétres. Tandis que le transfert de LT CD4'CD25" par voie intraveineuse
demeure sans effet sur un remodelage bronchique déja établi. Ce résultat pourrait s’expliquer
par un défaut de recrutement de LT CD4'CD25" dans les poumons des souris & ce stade la
maladie. En effet, lorsque le transfert est effectué aussi tardivement, les LT CD4" CD25" ne
sont pas détectés au niveau pulmonaire (294).

L’utilisation des modeles murins a permis de mettre également en évidence les rdles
potentiels des LTregs induits comme les LTh3 et les LTregs producteurs d’IL-10 dans la
suppression des maladies allergiques.

Une étude a montré que les LT CD4'CD25" induits dérivés en présence de TGF-pB (exprimant

le facteur de transcription Foxp3) inhibent I’inflammation pulmonaire dans un modé¢le

75



Chapitre 3 : La balance LT effecteurs/LT régulateurs dans I’allergie

d’asthme induit par les acariens. Toutefois, aucune donnée sur 1’hyperréactivité bronchique
n’a été publiée dans cette étude (267).

Les clones Trl dérivés d’une stimulation antigénique en présence d’IL-10 inhibent la
sensibilisation Th2 et la production des IgE quand ils ont été transférés aux souris avant leur
sensibilisation au méme antigéne (295). Une tolérance aux antigénes inhalés peut ¢galement
étre induite par 1’administration intra-nasale de doses ¢élevées d’antigéne dans le tractus
respiratoire des souris. Cette tolérance est dépendante de I’IL-10 produite par les CDs
pulmonaires matures qui induisent des LT CD4" producteurs d’TL-10 (88).

L’ensemble de ces données révele que les LTregs naturels et induits jouent un réle important

dans la prévention et la résolution des réactions allergiques dans 1’asthme.

3.7.5. Les cibles cellulaires de LTregs dans la réaction allergique

Les LTregs ont la capacit¢ de controler et de modifier le développement des maladies
allergiques en agissant sur la phase de sensibilisation et la phase effectrice (figure 25) (296).
Les LTregs alteérent les propriétés inflammatoires et la capacité des CDs a activer les LThl,
les LTh2, et les LTh17 en induisant le développement de CDs tolérantes (297). De plus, les
LTregs inhibent directement 1’activation des LTh2 spécifiques de 1’allergéne ce qui entraine
une diminution de la production des cytokines indispensables a la phase effectrice de la
réaction allergique telles que I'IL-4, I’'IL-5, 'IL-13, et I’'IL-9 (270, 272, 298). Les LTregs
suppriment également la réaction allergique via une action directe sur les mastocytes, les
basophiles et les ¢osinophiles. Ils empéchent également le remodelage tissulaire en agissant
directement sur les les mastocytes et les fibroblastes pulmonaires (299-301). En inhibant les
LThl, responsables de 1’apoptose des cellules épithéliales, les LTregs préviennent également
les Iésions tissulaires (302, 303). Les LTregs exercent un effet direct sur les LB en supprimant
la production des IgE spécifiques de 1’allergéne et en induisant des IgG4 (303, 304).
Récemment, il a été également démontré dans un modéele murin que les LTregs naturels
spécifiques de I’allergéne suppriment I’inflammation pulmonaire induite par les LTh17 et par
conséquent le recrutement des neutrophiles et des LB. Ces différentes actions des LTregs
mettent en jeu des facteurs membranaires ou solubles tels que I’IL-10, le TGF-B, le CTLA-4

ou PD-1 (Program Death One) (271, 273, 305).
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Figure 25. Les cibles cellulaires des LTregs dans les réactions allergiques.

Les LTregs régulent les réponses immunes allergiques en inhibant la réponse des lymphocytes effecteurs d’une
part et en agissant sur d’autres cibles cellulaires comme les LB, les CDs, les mastocytes, les cellules épithéliales.
Les fléches rouges indiquent les effets régulateurs et suppresseurs des LTregs. Les fléches noires montrent la
contribution des LT effecteurs Th1, Th2 et Th17 dans les maladies allergiques.

Adapté a partir de Palomares O., Europeen journal of immunology 2010.

3.7.6. Les sous-populations de CDs inductrices de LTregs

La génération des LTregs est un mécanisme essentiel dans 1’établissement et le maintien de la
tolérance centrale et périphérique. Les LTregs sont activés par différentes sous-populations de
CDs. Les CDs semi-matures induisent une tolérance périphérique par délétion clonale des LT
(306). A T’inverse, les CDs dites tolérantes participent a la tolérance immune par un
mécanisme actif inducteur de LTregs qui met en jeu des molécules spécifiques de la tolérance
comme PDL-1 et PDL-2. L’implication de PDL-1 et PDL-2, membres de la famille B7 a été
démontrée dans la régulation des maladies allergiques et de 1’asthme (306-310).

Dans une étude récente, Henry et ses collégues ont démontré que les CDs tolérantes
productrices d’IL-10 sont capables de prévenir la sensibilisation a ’OVA apres injection a des
souris receveuses naives. Ces CDs tolérantes ont induits des LTregs CD4 CD25 Foxp3'IL10"
dans les ganglions médiastinaux des souris receveuses (311). D’autres études ont détaillé le
role des CDs exprimant IDO (Indolamine 2,3-Dioxygénase, une enzyme impliquée dans le
catabolisme du tryptophane) dans I’induction de la tolérance. Les CDs qui expriment cette
enzyme inhibent la prolifération des LT. L’inhibition d’IDO supprime les effets bénéfiques de

I’immunothérapie dans un modéle murin d’asthme (312). Sa neutralisation durant
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I’administration intra-nasale d’OVA a des souris abroge la tolérance immune (313). Nous
avons déja mentionné que certaines sous-populations de CDs comme les CDs plasmacytoides
et les CDs CD8a ont un rdle crucial dans la protection contre le développement des réponses
inflammatoires respiratoires aux antigénes inhalés. Hadeiba et ses collegues ont démontré
dans des modéles de rejet de greffe que les CDs plasmacytoides CCR9" sont plus efficaces
que les CDs plasmacytoides CCR9™ dans I’induction de LTregs (314).

Une autre population de CDs régulatrice CD103" a été identifiée dans la muqueuse
intestinale. Ces CDs CD103" générent des LTregs via I’acide rétinoique (315-317). Pour le
moment, il a été démontré que 1’acide rétinoique polarise les LTCD4" naifs en LTregs Foxp3"
selon un mécanisme dépendant du TGF- (315-319). L’acide rétinoique peut aussi affecter
indirectement la génération de LTregs induits en altérant la production d’IL-4, d’IL-21 et
d’IFN-y par les LTCD4" mémoires. Ces cytokines sont connues pour bloquer la
différentiation des LTregs induits (320). La production d’acide rétinoique par les CDs
intestinales participe au maintien de 1’équilibre entre les LT effecteurs et les LTregs dans le
tractus gastrointestinal et a la tolérance orale (321, 322). La production d’acide rétinoique par
les CDs intestinales est limitée aux CDs CD103" (315, 316). Des CDs capables de produire
constitutivement de 1’acide rétinoique ont été détectées dans la peau et les poumons. Ces CDs
n’expriment pas le marqueur CD103". Il est important de noter que la production d’acide
rétinoique par certaines sous-populations de CDs n’est observée dans les tissus qui constituent
des interfaces environnementales (323). Le rdle de ces sous-populations de CDs dans la
tolérance aux antigénes inhalés reste a explorer.

Les CDs tolérantes sont elles mémes induites par des cytokines tels que I’IL-10. Ainsi, il a été
démontré que des CDs différenciées a partir de cellules de la moelle osseuse in vitro en
présence d’IL-10 ont la capacit¢ de supprimer le développement de I’hyperréactivité
bronchique, 1’hyper-€éosinophilie et la production de cytokines Th2 chez la souris (324).

Les LTregs sont également capables d’induire des CDs tolérantes (325), de méme que des
molécules issues de pathogenes comme I’hémagglutinine filamenteuse (326) et d’autres
signaux comme 1’adénosine (327) et les métabolites de la vitamine D3 (328).

L’identification de nouvelles molécules impliquées dans la génération de LTregs ou de CDs
tolérantes et une meilleure compréhension du rdle des différentes sous-populations de CDs
dans les réactions allergiques devrait contribuer a ¢laborer des immunothérapies plus

efficaces dans le traitement des maladies allergiques.
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Ainsi, mon équipe a identifié un nouveau mécanisme impliqué dans la génération de CDs
tolérantes. Nous avons démontré que l’expression de la protéine intracellulaire GILZ
(Glucocorticoid-induced leucine zipper) contrdle le phénotype des CDs. Les CDs qui sur-
expriment GILZ au moment de la présentation de 1’antigéne génerent des LTregs spécifiques
de cet antigéne. A I’inverse, les CDs qui expriment des taux faibles de GILZ affichent le

programme opposé immunogene et activent des LT effecteurs.
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Chapitre 4: Glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ)

4.1. Organisation génomique et régulation de GILZ

Le geéne GILZ a été isolé pour la premiére fois en 1997 par une analyse soustractive d’ARN
messagers de thymocytes murins traités ou non par la DEX (329). La séquence humaine du
gene a été publiée en 2001 (330). Le géne qui est organisé en 3 exons a été localisé dans le
locus q22.2 du chromosome X par hybridation in situ. Une homologie de 89% avec I’ARNm
murin a été identifiée, avec 97% d’homologie dans la partie codante (330).

La caractérisation du promoteur humain de GILZ a permis d’identifier des sites jouant un role
clé dans la régulation de cette protéine. Une TATA box situé¢ a 23 paires de bases en amont du
site d’initiation de la transcription (+1) a été identifiée. L’analyse de la séquence de
nucléotides de 2,25Kb localisée en 5’ de 1’exon 1 du geéne GILZ montre I’existence de 6
¢léments de réponse aux GCs (GRE): 4 GREs (Glucocorticoid-Responsive Element)
regroupées dans la région distale du promoteur et deux GRE dans la région proximale. Il
existe également dans la région promotrice de GILZ des ¢éléments de réponse pour STATO,
NF-AT (Nucleor factor of activated T cell), c-Myc, Oct-1/2 et des éléments de réponse
FHREs (ForkHead Responsive Elements) pour les facteurs Foxo (figure 26) (331, 332).

>
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Figure 26. Localisation des séquences GREs et FHREs dans le promoteur du géne codant pour la protéine
GILZ humaine.

Le promoteur de GILZ est composé de 6 GREs et 3 FHRESs. Ces séquences jouent un réle dans la régulation de
I’expression de GILZ.

Adapté a partir de Asselin Labat et al, Molecular Endocrinology 2005.

GILZ est une petite protéine ubiquitaire de 135 acides aminés chez ’homme et de 137 acides
aminés chez la souris. La protéine GILZ (TSC22D3-2) fait partie des membres de la famille
de protéines leucine zipper appelée TSC-22D (Transforming growth factor [Il-Stimulated

Clone 22 Domain). Cette famille comporte au moins six autres membres (TSC-22, THG-1,
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KIAA0669, DIP, shc et drosophilia bunched gene). Tous les membres de la famille TCS-22D
partagent un fort degré d’homologie dans le domaine de dimérisation (TSC-box (Tuberous
Sclerosis Complex)) et dans le domaine leucine zipper. En revanche, les domaines N et C
terminaux différent.

Le domaine leucine zipper de GILZ est situé entre les leucines 76 et 96. GILZ présente 64%
d’homologie avec les autres membres de la famille TSC-22D au niveau de ce domaine. Ce
domaine est un motif structural d’interaction protéique, consistant en une hélice o
amphipatique. Cette hélice contenant des résidus leucine répétés régulierement (tous les 7
résidus), est capable d’interagir fortement avec la méme hélice d’un autre monomeére formant
une «glissiere a leucine». GILZ a donc la capacit¢ de s’homodimériser ou de
s’héterodimériser avec les différents membres de la méme famille.

GILZ est caractérisé par une région riche en résidus proline en position C-terminale capable
d’interagir avec des protéines a domaine SH3 (Src Homology domain) et intervenant dans la
fixation et I’inhibition de NF-kB. Des sites consensus potentiels de phosphorylation par la
caséine kinase II (CKII) (Thréonine 8, Sérine 88, Sérine 114), par la PKC (Protéine Kinase
C) (Sérine 35), un site potentiel de sumoylation et un site consensus de glycosylation

(Asparagine 19) (330) sont ¢galement décrits (figure 27).
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Figure 27. A) Séquence murine (m-GILZ) et humaine (h-GILZ) de GILZ.

La région encadrée LZ correspond au domaine leucine zipper, les résidus soulignés sont les résidus
basiques, les résidus soulignés 2 fois sont les résidus acides et les prolines. SUMO : domaine de
sumoylation. B) Sites potentiels de phosphorylation de GILZ. GILZ posséde des sites consensus
potentiels de phosphorylation par la caséine kinase II (CKII) (Thréonine 8, T8; sérine 88, S88; sérine 114,

S114), par la PKC (protéine Kinase C) (sérine 35, S35), un site potentiel de sumoylation et un site consensus de
glycosylation (Asparagine 19).

Adapté a partir de Cannarile et al, Cell death differentiation 2001.

Récemment 4 isoformes de GILZ ont été¢ identifiés chez la souris. Ces différents isoformes
résultent d’un épissage alternatif. Parmi ces 4 isoformes, nous distinguons GILZ 1 codant
pour une protéine de 137 acides aminés, GILZ 2 codant pour une protéine de 201 acides
aminés, GILZ 3 qui code pour une petite protéine de 40 acides aminés et enfin GILZ 4
donnant une protéine de 80 acides aminés. L’appellation GILZ dans ce manuscrit correspond

a GILZ 1 (figure 28).
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Nom Taille de
de l'isoforme la protéine
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Figure 28. Représentation schématique de I’alignement des quatre différents isoformes de GILZ.

La région grisée représente la région identique entre les isoformes. La région en pointillé représente la partie
non traduite de I’isoforme GILZ 3 ou de GILZ 4. TSC : tuberous sclerosis complex, LZ : domaine leucine
zipper, AA : acides aminés.

Adapté a partir de Soundararajan et al, The journal of Biological Chemistry, 2007.

Un nouvel isoforme de GILZ murin appelée Long-GILZ (L-GILZ) a été récemment identifiée
dans les cellules musculaires squelettiques et dans une lignée murine de myoblastes C2C12.
L-GILZ est une protéine de 234 acides aminés avec un poids moléculaire de 28 KDa. Elle
differe de GILZ-1 par la partie N-terminale (figure 29) (333). L’induction de ces deux
isoformes GILZ et L-GILZ dans les myoblastes C2C12 par la Dex a été associée avec une
inhibition de la différentiation myogénique. GILZ et L-GILZ interagissent directement avec
les facteurs de transcription MyoD et HDACI et inhibent leur activité transcriptionnelle

(333).
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Figure 29. Représentation schématique de GILZ murin et d’un nouvel isoforme L-GILZ.
Les 2 isoformes partagent une séquence d’acides aminés qui comprend la TSC box, le domaine leucine zipper
(LZ) et les régions riches en acide glutamique et en proline (région PER); la région rayée représente la région
identique entre les deux isoformes.

Adapté a partir de Bruscoli D. et al, The journal of Biological Chemistry 2010.
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GILZ est exprimé de facon ubiquitaire dans les tissus a 1’exception du pancréas (330).
L’expression basale de GILZ a d’abord été déterminée par Northern blot dans des tissus
murins tels que le thymus, la rate, les ganglions lymphatiques et les reins (329) mais aussi
dans les tissus humains (rate, reins, cceur, poumons, muscle squelettique) et les lignées
humaines (HL60, Jurkat, THP-1, U937).

Par des analyses d’hybridation in situ, I’ARNm de GILZ a été détecté dans le cerveau et dans
la moelle épiniére. L’ intensité du signal est variable selon les différentes régions du cerveau et
de la moelle épiniére. Une expression prédominante de I’ARNm de GILZ a été détectée dans
les neurones moteurs (334). Les expériences de Western blot corrélent avec 1’expression de
I’ARNm de GILZ dans la moelle osseuse et les cellules hématopoiétiques (les cellules
souches CD34", les LB et LT matures, les monocytes, les granulocytes, les cellules de
Kupffer et les MCs humains) (330, 335, 336). L’expression de GILZ a également été
observée dans d’autres types cellulaires tels que les cellules épithéliales des bronches

supérieures (337).

4.2. Les principaux inducteurs de GILZ

Les principaux inducteurs de GILZ sont les glucocorticoides (les GCs), des hormones
circulantes indispensables au maintien de 1’homéostasie. Ces hormones sont également
utilisées en thérapeutique grace a leur capacité d’induction de I’apoptose ou d’inhibition de la
prolifération cellulaire.

Ces molécules ont un effet anti-inflammatoire et immunosuppresseur li¢ a 1’activation du
récepteur aux glucocorticoides (GR) et a la régulation de I’expression de nombreux genes. Le
controle de I’expression de genes par le GR dépend de sa liaison a I’ADN. Ce facteur de
transcription se fixe directement sur les séquences GREs des promoteurs des génes régulés
par les GCs. Cette régulation de I’expression des geénes peut également se faire
indépendamment de la liaisondu GR a I’ADN, par des interactions protéine-protéine avec
d’autres facteurs de transcription (338).

L’induction de I’expression de GILZ par les GCs s’explique par la présence de motifs GREs
dans le promoteur de GILZ (332). De nombreuses équipes ont montré, chez I’homme et chez
la souris, une induction de I’expression GILZ par les GCs dans différents types cellulaires, en
particulier dans les cellules hématopoiétiques. Ainsi, I’expression de GILZ est induite par la
DEX dans les LT de la rate, des ganglions lymphatiques, dans les thymocytes (330), dans les

monocytes ou les macrophages in vitro et in vivo (339), les CDs dérivées de monocytes et de
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cellules CD34" (340) et les mastocytes (335). L’effet de la DEX sur 1’expression de GILZ a
¢té observé dans d’autres types cellulaires tels que les cellules épithéliales des bronches
supérieures (337) et les cellules embryonnaires de I’hypophyse de poulet (341). L’aldostérone
qui utilise un récepteur aux minéralocorticoides, induit également I’expression de GILZ dans
le rein et dans les tubules rénaux corticaux (342). De méme, il a été démontré que la
vasopressine et I’aldostérone stimulent I’expression de GILZ dans les cellules épithéliales
rénales des mammiféres (343). Grugan et al ont montré que I’expression de GILZ était induite
dans les cellules de myélome multiple de patients traités par des GCs (dexaméthasone,
hydrocortisone, béclométhasone ou triamcinolone) provoquant la mort de ces cellules (344).
Dans ce modele, I’expression de GILZ peut étre modulée par la voie PI3K (Phospho-
inositide-3-kinase)/PKB (344). La présence d’inhibiteurs de cette voie augmente I’expression
de GILZ et la combinaison de GCs et de ces inhibiteurs augmente encore plus I’expression de

GILZ dans les cellules de myélome.

L’expression de GILZ peut étre également modulée par les interleukines, le facteur de
croissance TGF-B ou par des hormones comme les cestrogénes. Une augmentation de
I’ARNm de GILZ a été détectée dans les cellules NK et dans les cellules NKT en présence
d’hydrocortisone ou d’IL-15 (345). Dans les cellules dendritiques dérivées de monocytes ou
de cellules souches CD34", I’expression de GILZ est induite par I'IL-10 ou I'IL-4 et le facteur
de croissance TGF-f (340). L’IL-10 induit aussi I’expression de GILZ dans les cellules
endothéliales humaines (346). Il a ét¢ montré que 1’expression de GILZ était induite lors de la
déprivation en IL-2 dans les LT CD8" murins CTLL-2. Ces cellules dépendent de 1’IL-2 pour
leur prolifération et leur survie (332).

Une augmentation de ’expression de GILZ en réponse aux cestrogeénes a été rapportée dans
les lignées cellulaires humaines de cancer du col de I'utérus Hela, dans les cellules tumorales
cervicales et dans les cellules embryonnaires humaines de rein (347). L’éthanol augmente
I’expression de GILZ dans les cellules épithéliales des voies respiratoires humaines d’une
maniére dose-dépendante (348).

L’exposition des souris a un stress WRS (Water-immersion Restreint Stress) augmente
significativement 1’expression de ’ARNm de GILZ dans le cortex préfrontal médian et dans
I’hippocampe de ces animaux, régions associées au stress mental. Cette augmentation de
GILZ est dépendante de 1’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (334).

En résumé, les GCs augmentent 1’expression de GILZ dans toutes les cellules connues pour

exprimer la protéine. Les autres facteurs inducteurs de 1’expression de GILZ varient en
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fonction du type cellulaire.

4.3. Les principaux inhibiteurs de GILZ

Les inhibiteurs de ’expression de GILZ dépendent du type cellulaire. Une activation de la
voie PI3K/PKB par I’IL-6 ou par le facteur de croissance IGF-1 (Insuline Like GrowthFactor
1) inhibe I’expression de GILZ induite les GCs dans les cellules de myé¢lome (344). 1l a
également été montré que ’expression de GILZ induite par les GCs est inhibée par 1’IL-2
dans les LT CTLL-2 (332). Enfin, I’expression de GILZ est réprimée lors de la phase
d’expansion clonale des lymphocytes suite a I’activation du TCR par un anti-CD3 (329) ou du
BCR (B Cell Receptor) par un anticorps IgM (349).

Dans les cellules épithéliales des voies respiratoires humaines, 1’expression de GILZ est
diminuée par les cytokines inflammatoires IL-1, TNF-a et IFN-y (337). Les oestrogenes
inhibent I’expression de GILZ dans les cellules MCF-7 (lignée de cancer du sein humain)

(347).

4.4. Role de GILZ dans le systéme hématopoiétique

4.4.1. Role de GILZ dans la génération de LTregs

Nous avons vu dans le chapitre 2 que les CDs jouent un role majeur dans les réponses
immunitaires en déterminant leur orientation vers une voie immunogene (activation de LT
effecteurs) ou une voie tolérogene (activation de LTregs). Une CD qui exprime GILZ acquiert
un phénotype tolérant caractérisé par une diminution de 1’expression des molécules de CMH
I, des molécules de co-stimulation CD80, CD83 et CD86 et une augmentation de
I’expression de molécules suppressives telles que IL-T3/CD85K et B7-H1/CD274 (340).
L’expression de GILZ par les CDs s’accompagne d’une diminution de 1’expression des
chimiokines pro-inflammatoires telles que CCL3, CCL5 et CXCLS8 et d’'une augmentation de
la production d’IL-10 (340). Ce phénotype tolérant permet aux CDs d’activer des LT
régulateurs. Ces derniers expriment les marqueurs CTLA-4, Foxp3® et CD25"" Ils
produisent de I’TL-10 et sont capables d’inhiber la prolifération des LT CD4" et des LT CD8"
via cette sécrétion d’IL-10. Les LTregs induits par les CDs exprimant GILZ sont spécifiques
d’antigéne. La capacité des CDs exprimant GILZ a générer des LTregs est dépendante de la

sécrétion d’IL-10 par ces CDs.
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Les GCs, I'IL-10 et le TGF-B, facteurs connus pour leurs propriétés immunosuppressives,
augmentent 1’expression de GILZ dans les CDs et leurs effets immunosuppresseurs sur ces
cellules sont médiés par GILZ. Ainsi, la capacité des CDs traitées par les GCs a induire des
LTregs est complétement abolie en présence d’un siRNA ciblant ’ARNm de GILZ (350)
(figure 30). Ces observations permettent d’envisager de nouvelles stratégies
d’immunomodulation des CDs, centrées sur la régulation de I’expression de GILZ, avec des
potentialités en vaccinologie, soit pour accroitre I’'immunogénicité des antigénes vaccinaux
(inhibition de D’expression de GILZ), soit au contraire pour développer des « vaccins
tolérogeénes », spécifiques d’antigénes (augmentation de 1’expression de GILZ), dans le cas

des maladies allergiques, auto-immunes et dans le cas de rejet des greffes.
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Figure 30. Les CDs sur-exprimant GILZ présentent un phénotype tolérant.

GILZ inhibe I’expression de CD80, CD83, CD86 et stimule 1’expression d’ILT-3 et de B7H1. Les CDs qui
surexpriment GILZ générent des lymphocytes Tregs CD25"" Foxp3" CTLA4" spécifiques de I’antigéne. L’IL-
10 joue un réle majeur dans ce processus. L’induction des LTregs par les CDs GILZ" est dépendanre de I’IL-
10. Les fonctions suppressives des LTregs induites par les CDs GILZ" sont également dépendantes de 1’IL-10.

4.4.2. Réle anti-inflammatoire de GILZ

Mon équipe a montré que GILZ est induit dans les monocytes/macrophages humains traités

par I’IL-10 et la DEX, et participe aux effets anti-inflammatoires et immunosuppresseurs de
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ces molécules (339). Dans les THP-1 (lignée de type monocytaire), GILZ inhibe 1’expression
de CD80 et CD86, la production de chimiokines telles que RANTES, MIP1-q, et ’expression
de TLR-2 induites par I'I[FN-y ou le LPS (lipopolysaccharide) (340). GILZ inhibe la
production d’IL-6 et de TNF-a dans les macrophages activés par du LPS. Il a été démontré
que I’annexine-1, médiatrice des actions anti-inflammatoires des GCs, régule négativement la
production d’IL-6 et de TNF-o dans les macrophages en induisant 1’expression de GILZ
(351).

Nous avons observé in vivo chez ’homme que les macrophages activés au niveau des
granulomes des patients atteints de la maladie de Crohn ou de tuberculose n’expriment pas
GILZ. Au contraire, I’expression de GILZ persiste dans les macrophages infiltrant les tumeurs
dans les lymphomes de Burkitt. Ces résultats suggerent que I’extinction de GILZ est
nécessaire a I’expression des propriétés pro-inflammatoires des macrophages, tandis que la
persistance de son expression pourrait contribuer a I’ignorance des tumeurs (339). D’autre
part, le traitement par les GCs des patients avec une hépatite alcoolique, caractérisés par un
profil pro-inflammatoire induit I’expression de GILZ dans les monocytes et diminue ainsi la
sensibilité de ces cellules au LPS c’est a dire leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
(TNF-a et RANTES) en réponse au LPS (336).

Enfin, I’effet anti-inflammatoire de GILZ a été confirmé chez des souris déficientes en IL-10.
Ces souris auxquelles une protéine de fusion Tat-GILZ a été administrée par voie sous-
cutanée deviennent moins sensibles a 1’induction de colite par [’acide sulfonique
dinitrobenzeéne comparées aux souris controles. La diminution 1ésions intestinales est associée
4 une inhibition de la prodcution de TNF-a, FN-y et IL-1p par les LT CD4" des souris ayant
recu GILZ. Cette protection par GILZ se traduit par une réduction de la réponse immune Th1
(352, 353) en faveur de la réponse Th2. Toutes ces études ont montré que I’inhibition de la
synthése des cytokines pro-inflammatoires était liée a I’inhibition de la translocation nucléaire

de NF-xB par GILZ.

4.4.3. Roéle de GILZ dans ’apoptose cellulaire

La stimulation répétée du TCR par I’antigéne sensibilise les LT activés a I’apoptose. Ce
mécanisme est appelé AICD (Activation-Induced Cell Death). L’ AICD a lieu en présence
d’IL-2 et implique le récepteur de mort Fas, activé par la fixation de FasL et par la répression
de I’inhibiteur de la caspase 8, FLIP (Flice Inhibitory Protein) (354, 355). Les cellules 3DO
(lignée d’hybridome de LT murins) sur-exprimant GILZ résistent a 1’apoptose induite par la

stimulation du TCR démontrant que GILZ a un réle inhibiteur dans 1I’AICD (329).
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GILZ s’oppose a I’AICD en inhibant les facteurs de transcription AP-1 et NF-xB favorisant
alors la diminution de la production d’IL-2 et de I’expression de I’'IL-2Ra (356, 357). Lors de
la stimulation du TCR, GILZ interagit directement avec la sous-unité p65 du facteur NFxB, le
séquestre dans le cytoplasme et inhibe son activité transcriptionnelle. L’équipe de Riccardi a
montré que GILZ interagissait avec NFkB in vitro et in vivo par son domaine leucine zipper
et que la région riche en proline (entre les acides aminés 121 et 123) joue également un role
dans cette interaction (figure 31) (358). L’inhibition d’AP-1 par GILZ provoque également la
répression de 1’activité du promoteur de FasL en inhibant la synthése de novo des facteurs de
transcription Egr2 et Egr3 responsables de 1’activation de ce promoteur. Ainsi, Mittelstadt et
Ashwell ont montré que la surexpression de GILZ dans les LT de Jurkat provoquait la

diminution de I’expression de FasL (357).
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Figure 31. Les domaines d’interaction de GILZ.

A) GILZ interagit avec NF-kB via son domaine leucine zipper. La région riche en proline (acides aminés 121-
123) est aussi importante dans la répression du facteur de transcription NF-kB. B) GILZ interagit avec AP-1 par
son domaine N-terminal. LZ : leucine zipper, Pro : domaine riche en prolines.

Lors d’une stimulation antigénique, les LT proliférent principalement grace a la présence de
signaux extracellulaires délivrés par des facteurs solubles comme I’IL-2. La résolution de la
réponse immunitaire se caractérise par une diminution de la stimulation du TCR d’ou une
diminution de la synthése d’IL-2R et de la production d’IL-2. On observe alors une induction
de I’apoptose des lymphocytes par déprivation en facteurs de croissance. Il a ét¢ montré que
GILZ était également induit lors de la déprivation en IL-2 dans les cellules CTLL-2 et protege
ainsi les cellules contre 1’apoptose. Cette protection est due a I’inhibition indirecte de
I’expression de la protéine pro-apoptotique Bim par GILZ. Le mécanisme d’action reposerait,

au moins en partie, sur 1’inhibition de I’activité¢ du facteur de transcription Foxo3 par GILZ
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(332). Foxo3 est responsable de I’expression de Bim dans les lymphocytes B et T (359, 360)
(figure 32).

Déprivation
en IL-2
i @
\ /\ IL-2
e T~ AL
A (activation-
\ ———— induced cell

death)

FOXO3 Bim Apoptose par

déprivation

Figure 32. Facteurs de transcription régulés par GILZ dans les cellules CTLL-2 déprivées en IL-2.
GILZ inhibe ’activité des facteurs de transcription NFxB, AP-1 et Foxo3. Ceci aboutit & I’inhibition de
I’expression de I’IL-2, de I’IL-2Ra., de FasL et de Bim. Par ces mécanismes GILZ s’oppose a ’AICD et a
I’apoptose induite par déprivation en I1-2.

Adapté a partir de Asselin-Labat M.L. 2004.

GILZ a aussi ¢été¢ décrit comme inducteur de I’apoptose dans certains types cellulaires. Chez
les souris transgéniques surexprimant constitutivement GILZ dans la lignée T, GILZ semble
favoriser 1I’apoptose spontanée des thymocytes selon un mécanisme impliquant la diminution
de I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-XL et 1’activation des caspases 8 et 3
(359).

L’ensemble de ces données montre que les effets anti-apoptotique ou pro-apoptotique de

GILZ sont dépendant du type cellulaire.

4.4.4. Role de GILZ dans la prolifération cellulaire

Les études menées sur GILZ ont montré qu’il pouvait jouer un role important dans le contrdle
de la prolifération cellulaire. Une surexpression de GILZ dans les cellules 3DO induit une
augmentation du nombre de cellules en phase G0O/G1 du cycle cellulaire. De plus, une
diminution de la prolifération des cellules NIH-3T3 (lignée embryonnaire murine de
fibroblastes) sur-exprimant GILZ a été décrite (361).

La phosphorylation de la protéine Erk induit dans les cellules I’activation des cyclines D
jouant un rdle important dans la prolifération cellulaire. En inhibant cette phosphorylation,
comme le font les GCs, GILZ favoriserait une inhibition de 1’expression de la cycline D1

(361). GILZ reproduit les effets antiprolifératifs des GCs en interagissant avec la protéine
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Raf-1 responsable de la phosphorylation de la protéine Erk (362). Cette interaction se fait par
le domaine N-terminal de GILZ. GILZ peut aussi inhiber la prolifération en interagissant avec
la protéine Ras. En 2007, Ayroldi et a/ ont étudié I’effet de GILZ en amont de la signalisation
de Raf-1 pour comprendre le mécanisme d’inhibition de Raf-1. Cette équipe a montré une
interaction entre GILZ et Ras in vitro et in vivo dans les cellules Cos-7 (lignée de fibroblastes
rénales de singe) au niveau du domaine TSC-box de GILZ. Cette interaction a également été
observée dans les cellules T 3DO traitées par la DEX. GILZ peut également former un
complexe trimérique avec Ras et Raf-1. Le complexe trimérique coexiste avec les
hétérodimeres GILZ/Ras et GILZ/Raf-1. Il a ét¢ démontré que le complexe trimérique ou le
complexe GILZ/Ras inhibe en aval les voies de signalisation de Erk et PKB et I’expression de
la cycline D1, médiateurs importants de la prolifération cellulaire, tandis que 1’hétérodimere

GILZ/Raf-1 n’inhibe que la voie Erk (361-363) (figure 33).
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Figure 33. Domaines d’interaction de GILZ avec Raf-1 et Ras.
GILZ interagit avec la protéine Raf- 1, Ras ou les 2 entrainant ainsi une inhibition de la phosphorylation de Erk
et un effet antiprolifératif.

A P’inverse, Redjimi et al ont démontré que GILZ est exprimé par les cellules tumorales de
cancer épithélial de I"ovaire et qu’une expression stable de GILZ dans des cellules BG-1
(lignée de tumeur ovarienne) augmente leur prolifération en phosphorylant les protéines
kinases PKB/AKT, molécules impliquées dans la progression tumorale. GILZ diminue
¢galement 1’expression de p21 et induit I’expression de la cycline D1 ce qui favorise 1’entrée
des cellules en phase S du cycle cellulaire (364). Récemment, il a été démontré que
I’expression de GILZ dans les cellules BG-1 augmente I’expression de la fraktalkine sous sa
forme soluble et membranaire or la fraktalkine soluble phosphoryle également AKT (365).

GILZ pourrait donc exercer des effets prolifératifs ou anti-prolifératifs selon le type cellulaire
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étudié.
4.4.5. GILZ et la différenciation vers les effecteurs LThl et LTh2

I1 a été démontré que la voie Th2 était favorisée par GILZ dans des souris transgéniques qui
sur-expriment GILZ constitutivement dans les LT (353). En effet, ces souris transgéniques
exprimant GILZ sécretent plus de cytokines de type Th2 telles que I’IL-4, I’'IL-5, et I'IL-10 et
produisent moins de cytokines de la voie Thl telle que I'IFN-y par comparaison aux souris
sauvages. L augmentation des cytokines de type Th2 dans les thymocytes provenant de ces
souris transgéniques correle avec I’augmentation de I’expression de GATA-3 et de STAT-6,
deux facteurs de transcription nécessaires a la différentiation des cellules vers le type Th2.
L’expression du facteur de transcription T-bet nécessaire pour la différenciation vers la voie

Th1 est réprimée dans les LT de ces souris transgéniques (353).

4.5. Role de GILZ dans le systéme non hématopoiétique

4.5.1. Roéle de GILZ dans I’adipogenése

Il a ét¢ montré que les GCs favorisent I’adipogenese en induisant I’expression de PPAR-y2
(Perixisome Proliferator Activated Receptor Gamma-2). Les GCs induisent I’expression de
C/EBP-6 (CCAAT-enhancer-binding proteins-6) qui se fixe sur le promoteur de ppar-y2 et
active son expression. Cet événement initie la différenciation des adipocytes (366). Or, GILZ
inhibe la transactivation du promoteur de ppar-y2, ce qui suggere que GILZ inhibe la
différentiation des adipocytes par ce mécanisme. Il a ét¢é montré que la différenciation des
cellules pré-adipocytaires 3T3-C exprimant GILZ de fagon stable était bloquée contrairement
aux cellules pré-adipocytaires contrdles qui se différencient en adipocytes (366). Dans ce
processus, il semble que I’expression de GILZ est un mécanisme de rétro-contrdle induit par

les GCs afin de réguler la différentiation des adipocytes en réponse aux GCs.

4.5.2. Role de GILZ dans le transport de sodium

GILZ régule aussi le transport du sodium dans les cellules épithéliales rénales en inhibant la
phosphorylation de la protéine Erk et en permettant I’augmentation de 1’expression des
canaux sodiques a la surface des cellules épithéliales rénales (343). La compléxité de 1’étude
de la fonction de GILZ dans le rein a augmenté avec la découverte de différents isoformes de
GILZ. Les isoformes GILZ 2 et GILZ 3 se comportent comme GILZ 1 et augmentent

I’expression des canaux sodiques. Cependant, GILZ 1 reste 1’isoforme principale controlant
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I’expression des canaux sodiques dans les cellules épithéliales et le transport de sodium via
ces canaux. Comme dans le cas de GILZI, les effets de GILZ 2 et 3 sont médiés par
I’inhibition de la phosphorylation de la protéine Erk. GILZ 4 n’a pas d’effet sur le transport
du sodium dans ces cellules ni d’effet sur la phosphorylation de la protéine Erk mais inhibe
efficacement la prolifération cellulaire (contrdlée également par GILZ1). GILZ2 et GILZ3
n’affectent pas la prolifération cellulaire (367). Ces données suggerent que les isoformes de
GILZ jouent des roles différents dans la régulation des fonctions cellulaires, y compris le
transport ionique et la prolifération cellulaire.

La figure 34 permet de visualiser de facon synthétique 1’ensemble des fonctions assurées par
GILZ en prenant comme exemple cellulaire un lymphocyte T. Ce schéma intégre également

les voies de signalisation de GILZ impliquées dans ses différents effets.
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Figure 34. Représentation schématique des roles de GILZ et des voies de signalisation impliquées.
GILZ induit par les GCs interagit directement avec NFxB et inhibe son activité transcriptionnelle. Le complexe
Shc/Grb2/Sos convertit Ras en sa forme active Ras-GTP conduisant a 1’activation des voies de signalisation
ERK1/2 et AKT/PKB. GILZ peut former des complexes dimériques ou trimériques avec Ras et Raf ce qui
diminue la prolifération cellulaire dépendante de Ras et Raf et la transformation induite par Ras. GILZ induite
par 1’aldostérone inhibe la phosphorylation de ERK 1/2 conduisant a une augmentation de ’expression
membranaire de la sous-unité o de I’ENaC et par conséquent une augmentation du flux de Na' par ce canal.
MR, récepteur corticoide minéral; Al, aldostérone ; GR , récepteur corticoide; GC, glucocorticoide ; Shc, Grb2 ;
protéines adaptatrices ; SOS, facteur d’échange GTP. Les fleches rouges indiquent I’inhibition ; les fléches
vertes indiquent 1’activation.

Adapté a partir de Ayroldi et al, FASEBJ, 2009.
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Au vu de I’ensemble de ces données, il apparait que I’expression de GILZ contrdle 1’état
d’activation des cellules. Toutefois, dans les monocytes/macrophages et les CDs le role de
GILZ est plus complexe. Dans ces types cellulaires, GILZ ne doit pas étre simplement
considérée comme une molécule désactivatrice mais plus comme un facteur intra-cellulaire
impliqué dans la décision de la cellule d’afficher soit un programme immunogéne soit un
programme tolérogéne. L’expression de GILZ par les monocytes/macrophages ou les CDs
leur confere des propriétés anti-inflammatoires inductrices de tolérance.

Il a ét¢ démontré que GILZ est impliqué dans plusieurs pathologies humaines. L’expression
macrophagique de GILZ est abolie dans des conditions associées avec des réponses
immunitaires incontrdlées tels que la maladie de crohn, la sarcoidose et 1’inflammation
hépathique alcoolique. Au contraire, I’expression de GILZ persiste dans les macrophages
infiltrant les tumeurs dans les lymphomes de Burkitt.

Nous pensons que la modulation de I’expression de GILZ dans les CDs et les
monocytes/macrophages est une stratégie innovante soit pour induire une tolérance
immunitaire spécifique d’antigéne pour le traitement des maladies allergiques, des maladies
auto-immunes, de I’inflammation chronique et dans le rejet de greffe soit pour induire une

réponse immunitaire efficace dans le cas des réponses anti-tumorales.
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Chapitre 5: Les nouvelles thérapies dans les maladies allergiques

Les corticoides inhalés, les agonistes des adrénorécepteurs 32 a courte et a longue action et
les anti-histaminiques sont actuellement les principaux traitements préconisés dans 1’asthme
allergique. Bien que les stéroides soient relativement peu coliteux et trés efficaces ils ne
contrdlent pas les symptomes chez presque la moitié de la population asthmatique et
s’accompagne d’effets secondaires non négligeables a long terme (368). Une mauvaise
observance du traitement est a prendre en compte dans les échecs thérapeutiques chez les
patients asthmatiques (369).

La lutte contre la progression des allergies bénéficie de 1’amélioration de I’immunothérapie
spécifique de 1’allergéne, de la progression des connaissances sur les cytokine et leurs
récepteurs qui conduisent a la polarisation Th2, et d’une compréhension plus claire des voies
de recrutement des leukocytes et des voies de signalisation impliquées dans 1’activation

cellulaire et la sécrétion des médiateurs (figure 35).
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Figure 35. Les différentes cibles d’intervention thérapeutique au cours de la réaction allergique.
Trois principales cibles sont proposées pour des interventions thérapeutiques. A) La premiére possibilité (cadre
vert) est de bloquer I’initiation de la réponse immune et par conséquent prévenir le développement de la
maladie due aux réponses Th2. B) La 2™ possibilité (cadre bleue) est de bloquer I’activation des LTh2
spécifiques de I’allergéne soit directement ou indirectement en ciblant les cellules présentatrices de 1’allergéne
(par exemple en administrant des drogues anti-inflammatoires tels que les glucocorticoides ou par
I’immunothérapie). C) La 3™ possibilité (cadre jaune) est de bloquer les molécules effectrices qui provoquent
les symptomes cliniques de la maladie allergique : par exemple en administrant des antihistaminiques, des
antagonistes de leukotriénes ou des anticorps neutralisant les cytokines Th2 ou les IgE. IL, interleukin ; TCR,
T-cell receptor.

Adapté a partir de Hawrylowicz C.M. & O’Garra A. Nature Reviews of Immunology 2005.
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5.1. Les immunothérapies ciblant les cytokines

La découverte de nouvelles sous-populations de LT et des voies alternatives d’induction des
réponses de type Th2, de concert avec une meilleure compréhension du microenvironnement
pulmonaire, a fourni de nouvelles informations sur la pathologie de I’asthme et par
conséquent des opportunités d’innovation thérapeutique (370).

Quelques soient les nouvelles immunothérapies testées, il devient évident que leur impact sur
le traitement des maladies allergiques doit étre analysé non plus sur une population générale
de patients asthmatiques mais en tenant en compte des différents phénotypes cliniques
d’asthme allergique (371, 372).

Ainsi, les premiers essais cliniques chez des patients atteints d’asthme moyen ou séveére ont
montré que les anticorps anti-IL-5 (mépoluzimab et reslizumab), réduisent efficacement le
nombre des €osinophiles dans le sang et les expectorations mais n’améliorent pas les autres
symptomes de la maladie (373-375). Toutefois, dans ces premiers essais cliniques, une
meilleure efficacité de cette thérapie était observée chez les patients ayant des exacerbations
d’asthme. Des essais cliniques ultérieurs restreints a un phénotype clinique plus spécifique
(inclusion de patients avec des taux élevés d’éosinophiles dans les expectorations) ont montré
que le mépoluzimab réduit significativement le nombre des éosinophiles dans le sang et les
expectorations et permet de diminuer les doses de stéroides chez les patients inclus dans
I’étude (376, 377).

Une nouvelle approche de thérapie dans 1’asthme consiste a utiliser des anticorps ciblant I’IL-
9. L’expression de I'IL-9 est détectée dans les biopsies de patients asthmatiques. Elle est
produite par les LT CD4", les MCs et les éosinophiles et plusieurs observations ont souligné
un role de I’'IL-9 dans le développement de I’inflammation allergique (378). Ce role a été déja
détaillé dans le chapitre 3. Des essais cliniques utilisant des anticorps anti-IL-9 sont en cours.
Ces ¢tudes devraient identifier le role précis de I’IL-9 dans la physiopathologie de la maladie
asthmatique et révéler si le ciblage de I'IL-9 est bénéfique chez des patients asthmatiques
avec certains phénotypes cliniques (379).

Comme la production de I’'IL-17A et I'IL-17F est augmentée chez les patients ayant une
neutrophilie et chez les patients asthmatiques résistants aux stéroides, les membres de la
famille de I’IL-17 pourraient étre des cibles thérapeutiques intéressantes dans le traitement
des asthmes séveres (216, 380). Les approches ciblant I’'IL-17 a I’aide d’anticorps sont

actuellement en cours de développement préclinique (370).
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Cibler les cytokines impliquées dans la communication entre les cellules épithéliales et les

CDs comme I’IL-25, la TSLP et I’[L-33 pourrait également &tre une approche thérapeutique

innovante dans les maladies allergiques (fableau 5).

Target

Mechanism of Action

Cytokine or receptor

1L-4

IL-4R

IL-13

IL-13

IL-4Ra

IL-4Ra
IL-5

IL-5R

IL-33

IL-17 and
IL-17R

TSLP

TSLPR

Inhibition of differentiation and
expansion of T 2 cells, decreased
IgE

Inhibition of differentiation and

expansion ofTHZ cells, decreased
IgE

Inhibition of differentiation and
expansion of T2 cells, decreased
Igk

Decreased AHR, mucus secretion
and IgE levels

Decreased AHR, mucus secretion
and IgE levels

Inhibition of IL-4 and IL-13 actions

Inhibition of IL-4 and IL-13 actions

Inhibits activation, maturation and
recruitment of eosinophils

Inhibits activation, maturation
and recruitment of eosinophils
(depletes cells)

Inhibits eosinophil recruitment and
mast cell growth

Inhibition of alternative 1,2
pathways; decreases AHR,
eosinophilia and IgE levels.

Inhibition of alternative T 2
pathways; decreases AHR,
eosinophilia and IgE levels.

Inhibition of AHR and neutrophilic
inflammation

Inhibition of alternative T2
pathways; decreases eosinophilia
and IgE levels.

Inhibition of alternative T2
pathways; decreases eosinophilia
and IgE levels.

Therapeutic Modality

IL-4-specific antibody

soluble IL-4R

mutated IL-4

IL-13-specific antibody

humanized
IL-13Ra2-specific antibody
IL-4Ra-specific antibody

IL-4Ra antisense

IL-5-specific antibody

IL-5Ra-specific antibody

IL-9-specific antibody

IL-25-specific antibody

IL-33-specific antibody

IL-17-specific antibody and
IL-17R-specific antibody

TSLP-specific antibody

TSLPR-specific antibody

Compound

Name

Pascolizumab

Not known

Pitrakinra or AER 001

CAT-354 or
Tralokinumab,
Lebrikizumab, ABT-308,
& 0QAX576

Not known

AMG-317 and
5AR231893

AlRB45

Mepolizumab,
Reslizumab

MEDI-563 or
Benralizumab

MEDI-528 or
Enokizumab

Not known

Not known

Not known

AMG-157

Not known

Phase of

Development

Phase |,
development
halted

Phase |,
development
halted

Phase Il

Phase | and Il

preclinical

Phases Il and |,
respectively.

Phase Il
Phase Il

Phase Il

Phase Il

preclinical

preclinical

preclinical

Phase |

preclinical

Progress in patient
population -when
reported

Little effect in
asthmatics

Little effect in
asthmatics

Decreased allergen
response in asthmatics

Data not available

Data not available
Data not available
Data not available
Mepolizumab: steroid-
sparing and inhibition

of eosinophilia in
asthmatics

Data not available

Data not available

Data not available

Data not available

Data not available

Data not available

Data not available

Tableau 5. Les cytokines qui peuvent étre des cibles thérapeutiques dans I’asthme et dans I’allergie.

Adapté a partir de Lloyd C.M. & Hessel E.M., Nature Reviews Immunology 2010.

5.2. Les immunothérapies ciblant les LTregs

Tout I’enjeu des immunothérapies est de réorienter durablement les réponses immunitaires

inappropriées des patients asthmatiques vers une tolérance immune vis-a-vis de leur(s)
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allergeéne (s). De ce fait, les LTregs sont devenus une cible cruciale dans le développement de
nouvelles thérapies innovantes.

L’ immunothérapie spécifique des allergénes qui consiste a injecter par voie sous-cutanée des
doses croissantes d’un allergéne spécifique au patient permet d’augmenter a la fois le nombre
de LTregs CD25" et celui des LTregs producteurs d’IL-10 (381, 382). Comme les LTregs
sont maintenus par une exposition antigénique continue, une injection fréquente d’allergéne
est exigée (273, 383). Malheureusement, ce traitement ne s’applique qu’aux patients
monosensibilisés et atteints de rhinites. Son efficacité est loin d’atteindre les 100% de patients
traités.

Une meilleure compréhension des mécanismes responsables de 1’inhibition a long terme
observés chez les patients ainsi traités, permettrait d’améliorer I’immunothérapie spécifique
dans I’asthme allergique.

Le traitement par corticostéroides améliore la fonction et augmente le nombre de LTregs
CD4'CD25" in vivo. En combinaison avec la vitamine D, les corticostéroides induisent
¢galement les LTregs producteurs d’IL-10 in vitro. Il est a noter que les [2-agonistes
augmentent ainsi la production d’IL-10 par ces cellules (289). Il est bien connu que les effets
bénéfiques des corticostéroides sont transitoires et disparaissent a I’arrét du traitement. Le
traitement par la vitamine D peut étre lui méme une approche particuliérement prometteuse
dans le traitement des patients atteints d’asthme sévére résistant aux corticostéroides. Le
traitement avec le calcitriol (la forme active de la vitamine D) restore ex-vivo la réponse des
patients aux stéroides. Un essai portant sur 1'efficacité du calcitriol chez des patients atteints

d'asthme sévére est en cours.

5.3. Les immunothérapies ciblant les CDs

Cibler les CDs pulmonaires avec des composants inhalés et modifier ainsi leur fonction est le
saint Graal de la recherche dans les maladies allergiques mais il est difficile de trouver des
composants qui n’augmentent pas simultanément la sensibilit¢ des patients aux infections
respiratoires (384). Les corticostéroides inhalés réduisent le nombre des CDs dans les
poumons des patients asthmatiques sans toutefois provoquer une immunodéficience sévere
(93). Les stratégies qui dépletent les CDs ne sont probablement pas les plus intéressantes a
développer. En revanche, controler la fonction des CDs et ainsi I’orientation des réponses

immunitaires de fagon antigéne spécifique semble plus prometteur.

99



Chapitre 5: Les nouvelles thérapies dans les maladies allergiques

Un de champ d’exploration consiste donc a identifier les sous-populations de CDs
naturellement inductrices de tolérance et a cibler ces cellules dans les immunothérapies. Ainsi,
il a été démontré que les CDs plasmacytoides jouent un réle important dans la tolérance aux
antigeénes inhalés et ’homéostasie pulmonaire. La déplétion des CDs plasmacytoides durant
I’instillation intra-nasale d’antigénes inoffensifs s’accompagne d’une perte de la tolérance aux
antigénes inhalés et les souris développent les caractéristiques d’un asthme sévere et ce en
absence d’adjuvant. A I’inverse, une tolérance est induite suite a une injection intra-trachéale
de CDs plasmacytoides (110) via la différentiation de LTregs (110, 385). Ces données
pourraient étre utilisées pour développer des traitements ciblant les CDs plasmacytoides
pulmonaires et permettant ainsi leur expansion et activation in vivo suite a un traitement
cytokinique (111) ou a I'utilisation d’adjuvants microbiens qui stimule spécifiquement la
fonction des CDs plasmacytoides (386).

Cette derniére décennie a été le témoin d’une expansion des connaissances des mécanismes
impliqués dans les réactions allergiques et ce grace a des données épidémiologiques et des
observations expérimentales chez ’homme et dans les mode¢les murins. Le réle majeur des
CDs a ainsi été mis en avant. Il apparait clairement aujourd’hui que les CDs travaillent en
étroite collaboration avec les cellules épithéliales bronchiques et les cellules immunes
avoisinantes. Ces interactions sont autant de nouvelles pistes a explorer pour le

développement de nouvelles immunothérapies innovantes dans le traitement de 1’asthme.

5.4. Défis a venir

Malgré tous ces progres, nous n’avons toujours pas déterminer comment un individu devient
allergique et nous n’avons aucun moyen de prédire quelle stratégie thérapeutique permettra de
modifier I’histoire naturelle des maladies allergiques. En revanche, nous savons aujourd’hui
que I’expression de GILZ dans les CDs induit de la tolérance immune et permet de générer
des lymphocytes Tregs spécifiques de I’antigéne. Nous pensons que la modulation de
I’expression de GILZ dans les CDs dans le but d’induire une tolérance immune vis-a-vis des
allergénes inoffensifs est une piste thérapeutique innovante et trés prometteuse. La mise au
point de techniques qui permettraient d’apporter a la CD un inducteur de GILZ et I’allergéne

permettraient de restaurer la tolérance immunitaire des patients asthmatiques allergiques vis
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a-vis de I’allergeéne sans toutefois modifier ou altérer leurs réponses immunes vis-a-vis de

pathogenes aggressifs.
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Ce travail de thése vise a définir de nouvelles approches d’immunothérapie qui permettraient
d’induire chez les sujets allergiques une tolérance immunitaire vis-a-vis des allergeénes. Les
cellules dendritiques (CDs) jouent un rdle primordial dans les réactions allergiques dictant en
tant que cellules présentatrices de 1’allergeéne, au systétme immunitaire s’il doit répondre ou
non a Dlallergéne. Notre équipe a démontré préalablement que la décision des CDs de
présenter ou non un antigéne selon un mode tolérogéne dépend en partie de sa production
d’une protéine intracellulaire dénommée GILZ (Glucocorticoid induced leucine zipper) dont
la synthése est induite par les glucocorticoides (GCs), I'IL-10 et le TGF-B. Une CD qui
exprime GILZ durant ’apprétement de 1’antigéne et sa présentation aux lymphocytes T
effecteurs génére des lymphocytes T régulateurs (LT CD4 CD25""Foxp3IL-107). En
revanche, une CD qui n’exprime pas GILZ active des lymphocytes T effecteurs. En se basant
sur ces observations, nous avons évalué une nouvelle stratégie thérapeutique dans les
maladies allergiques basées sur la modulation de 1’expression de GILZ dans les CDs
présentatrices de I’antigéne.

Mon projet de these se divise en trois parties et repose a la fois sur des études effectuées chez
I’homme et dans un modéle murin d’asthme allergique.

La 1°¢ partie de ma thése consiste & démontrer que les GCs in vivo chez les patients
allergiques, induisent une tolérance spécifique de ’allergene et la génération de lymphocytes
T régulateurs spécifiques de cet allergene en stimulant la production de GILZ par les CDs.

La 2°™ partie de ma thése consiste a vérifier I"hypothése selon laquelle I’histamine libérée
principalement par les mastocytes au cours des réactions allergiques active les CDs en
inhibant la production de GILZ et de ce fait participe a la perpétuation de la réponse immune
inadaptée contre les allergenes.

La 3™ partic de ma thése vise a valider in vivo les concepts précédents. Des souris

transgéniques qui sur-expriment GILZ constitutivement dans leurs CDs ont été élaborées par
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Dominique Emilie et Roman Krzysiek (INSERM UMR S U996). Chez ces souris, le géne
codant pour GILZ est placé sous le controle du promoteur CD11c (souris transgéniques
CD11c-GILZ). Ce mode¢le permettra de démontrer in vivo I’effet inducteur de tolérance de
GILZ au cours d’une réponse aux allergenes inhalés, d’impliquer la génération de LT
régulateurs/ suppresseurs dans ce phénomene, et de caractériser les propriétés fonctionnelles
de ces cellules.

En résumé, cette thése s’articule autour d’un théme central qui consiste a évaluer de nouvelles

immunothérapies dans les maladies allergiques fondées sur I’immunomodulation des CDs.
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Partie 1: Role de GILZ (Glucocorticoid-induced leucine zipper)
dans I’induction de cellules dendritiques régulatrices chez les
patients allergiques traités par corticothérapie orale.
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Avant-propos

Nous avons vu qu’un des mécanismes qui permet aux CDs d’orienter la réponse immunitaire
vers une voie immunogeéne ou une voie tolérante dépend en partie de 1’expression de la
protéine intracellulaire GILZ. La production de GILZ est dépendante de I’action des GCs et
des cytokines tels que I'IL-10 et le TGF-B ce qui explique le role anti-inflammatoire et
immunosuppresseur de ces composes, thérapeutique pour les GCs, physiologique pour les
seconds. Il a été¢ démontré que le traitement oral des patients asthmatiques par des GCs
conduit a la différenciation de LTregs de type Trl. Or les LTregs induits par les CDs
exprimant GILZ sont de type Trl.

Nous avons donc exploré I’hypothése selon laquelle le traitement de patients allergiques par
GCs oraux induit des lymphocytes T régulateurs/suppresseurs spécifiques de cet allergéne en

stimulant la production de GILZ par les cellules présentatrices de 1’antigéne (CPA).

Afin de valider notre hypothése, des CPA isolées a partir de patients allergiques traités par
GCs oraux ont été analysées ex vivo (expression de GILZ et la capacité a induire des LTregs
spécifiques de 1’allergéne). Huit patients allergiques ont été inclus dans cette étude. Deux
patients sensibilisés au pollen des graminées (Phlp; Phelum Pratense), 3 sensibilisés aux
acariens (Derp; Dermatophagoides pteronyssinus) et 3 sensibilisés a la fois aux pollens des
graminées et aux allergénes d’acariens. L’expression de GILZ a été analysée par western-blot
dans les CPA isolées du sang avant et 48h aprés le début du traitement oral par les GCs
(prednisone 0,5mg/kg/jour). La capacit¢ des CPA a induire des lymphocytes T
régulateurs/suppresseurs spécifiques de l’allergéne a été testée dans des systémes de co-
cultures. Les CPA ont ét¢ isolées avant et 48h apres traitement, chargées aux allergenes (Derp
ou Phlp selon le statut allergique des patients) et co-cultivées avec des lymphocytes T CD4"

autologues (isolés du sang périphérique des patients avant traitement, et congelés jusqu’a leur
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utilisation). 7 jours aprés le début de cette premiére co-culture, une partie des lymphocytes T
CD4" a été analysée par cytométrie en flux pour évaluer I’expression des marqueurs de
LTregs Foxp3, CD25 et la sécrétion d’IL-10. Une autre partie a été purifiée, irradiée et
ajoutée a une culture de PBMC autologues (isolés avant le traitement des patients et congelée
jusqu’a leur utilisation) en présence de 1’allergéne. A la fin de cette seconde co-culture nous
avons évalué le pourcentage de lymphocytes T CD4" ayant proliféré parmi les PBMC. Cette
2°™ co-culture permet d’évaluer la fonction suppressive des LT activés par les CPA isolées
avant et apres traitement.

Pour déterminer I’implication de ’expression de GILZ dans les effets observés, les mémes
expériences ont été réalisées apres transfection des CPAs isolées de patients avec des siRNA
dirigés contre ’ARNm de GILZ ou des siRNA controles.

Cette étude a démontré chez les patients allergiques que la corticothérapie orale augmente la
capacité¢ des CPA circulantes a générer des lymphocytes Trl spécifiques de 1’allergéne en
induisant I’expression de GILZ. Cette augmentation de I’expression de GILZ dans les CPA,
observée apres un traitement par GCs oraux permet de rediriger la réponse immunitaire des
patients d’une réponse effectrice spécifique de 1’allergéne vers une réponse régulatrice

high B oxp3*

spécifique de cet allergéne et ce en induisant des lymphocytes T régulateurs CD25
IL-10".

Cette étude permet de valider le concept qu’il est possible d’induire des lymphocytes T
régulateurs spécifiques d’un allergéne chez les patients allergiques en modulant 1’expression
de GILZ dans les CPAs. Dans cette ¢tude, ’augmentation de 1’expression de GILZ dans les
CPAs est obtenue en traitant les patients par des GCs. Ces résultats pourraient suggérer des
approches plus rationnelles de désensibilisation aux allergenes. Ces approches pourraient

consister a administrer simultanément I’allergéne et des substances inductrices de 1’expression

de GILZ, ou a utiliser des vecteurs codant pour I’allergeéne et pour GILZ.
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Abstract

Background: Glucocorticoid-treatment promotes the differentiation of regulatory-T
lymphocytes in allergic patients. We previously demonstrated in vitro that dendritic cells
(DCs) over-expressing the protein GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper) following
glucocorticoid stimulation acquire a regulatory phenotype and generate regulatory-T cells.
Objective: The present study investigates whether GC-treatment of allergic patients induces
GILZ expression in antigen presenting cells (APCs) such as DCs and whether this contributes
to the increase in the fraction of regulatory-T cells described after GC-treatment.

Methods: Circulating APCs isolated from allergic patients before, and 48h after, oral GC-
therapy were tested for their expression of GILZ (by Western-blot analysis) and their ability
to induce regulatory or effector allergen-specific CD4 " T cells in autologous co-cultures. The
role of GILZ in the observed effects has been formally demonstrated by using specific
siRNA.

Results: We confirmed that oral GC-therapy up-regulates the expression of GILZ in
circulating APCs of allergic patients. Furthermore our data show that GC-treatment drives the
differentiation of allergen-effector T cells towards allergen-regulatory T cells by up-
regulating GILZ expression in APCs and mainly in DCs (the principal circulating APCs able
to present antigen to T cells).

Conclusion: The present study supports the concept of an immune regulation of allergic
responses through the modulation of GILZ expression by DCs and opens new perspectives in

the development of innovative immunotherapies in the treatment of allergic diseases.
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Key messages.

In allergic asthma, glucocorticoid-treatment is not only anti-inflammatory but also able to
increase the frequency of regulatory-T lymphocytes in the peripheral blood of patients.

We previously demonstrated that glucocorticoids, by up-regulating the expression of the
intracellular immuno-regulatory protein GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper),
polarize dendritic cells towards a regulatory phenotype.

The present study demonstrates in allergic patients that oral corticotherapy enhances the
ability of circulating antigen-presenting cells to generate allergen-specific regulatory-T cells
by up-regulating the expression of GILZ and supports the concept of an immune regulation of

allergic responses through the modulation of GILZ expression in DCs.

Capsule summary.
We demonstrated that glucocorticoids enhance the frequency of allergen-regulatory T-cells in
allergy by controlling the expression of GILZ, a key protein in the generation of regulatory-

dendritic cells. GILZ, the new target of immunotherapy in allergy.

Key words.

Allergy, antigen-specific regulatory T cells, regulatory dendritic cells, GILZ, glucocorticoids,

Foxp3, IL-10.
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Abbreviations:

APC: Antigen-presenting cell

DC: Dendritic cell

GILZ: Glucocorticoid-induced leucine zipper
GC: Glucocorticoid

Trl: T regulatory type 1

Treg: regulatory CD4" T cells

PPD: Purified protein derivative
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Introduction

Dendritic cells (DCs), as pre-eminent antigen-presenting cells (APCs), discriminate
pathogens and harmless environmental antigens by integrating multiple information such as
pro- or anti-inflammatory signals delivered by neighboring cells."” > Depending on this
information, they activate subsets of effector cells involved in the removal of pathogens or
regulatory cells for immune responses.” The outcome is a fine balance between protective
immunity and central or peripheral tolerance. A dysfunction of this equilibrium can lead to
diseases such as allergy and asthma both characterized by a defective tolerant state.** There
is compelling evidence that DCs are major players in the development or regulation of
allergic diseases.” To elucidate mechanisms whereby DCs make the right decision to activate
effector or regulatory cells will provide useful information that will be used to design
innovative and efficient immunotherapies.

We previously identified one of the mechanisms active in DC decision-making. We
demonstrated that the expression of an intracellular protein named GILZ (the acronym for
glucocorticoid-induced leucine zipper) determines the immunogenic or tolerogenic phenotype
of human DCs.*” DCs with a high level of GILZ during antigen processing and presentation
stimulate antigen-specific regulatory CD4" T cells (Treg), whereas DCs with low level of
GILZ activate antigen-specific effector CD4" T cells.” The secretion of IL-10 by GILZ-
expressing DCs is essential for the induction of Treg and is under the control of GILZ.” The
Treg phenotype activated by GILZ-expressing DCs is similar to Trl with an expression of
CD25"e Foxp3" and suppressive functions dependent on IL-10 production.’

GILZ is largely expressed in hematopoietic cells and some structural cells such as
epithelial cells.® Its expression is frequently associated with the refractory state of immune
cells.” Therefore, glucocorticoids (GCs) are the common inducer of GILZ expression in all

cells.”” The other inducers of GILZ are dependent on the cellular type.® We demonstrated in
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DCs that GILZ up-regulation is under the control of GCs and also IL-10 and TGFp, both
physiological immunosuppressive agents.®’

IL-10 and TGFp have been shown to induce regulatory DCs and are highly expressed in lungs
and gut where it is essential to maintain a tolerant state against environmental harmless
antigens.” ' ' GCs are potent immunosuppressive drugs used for the treatment of diseases
linked to chronic inflammation or defective peripheral tolerance such as allergic diseases and
asthma.'” In allergic asthma, GC-treatment is not only immunosuppressive and anti-
inflammatory but also at least temporarily able to increase the frequency of Treg in the
peripheral blood of patients.”” It has been shown that GCs given orally to asthmatic patients

trigger the differentiation of T cells towards Trl cells."

Therefore the present study analyses the expression of GILZ in antigen presenting
cells (APCs) isolated from the peripheral blood of patients with allergic respiratory diseases
(rhinitis or asthma) before, and 48h after, oral GC-therapy. We also investigated whether
GILZ production by APCs contributes to the increase in the fraction of Trl cells described
after GC-treatment. We show that GC-therapy promotes activation of Trl cells in allergic
patients by a GILZ dependent mechanism. APCs isolated 48h after oral GC-therapy express a
higher level of GILZ that is required to enhance their regulatory properties and the number of
allergen-specific Trl cells. These data support the possibility of an immune regulation in
allergic diseases by modulating GILZ expression in DCs and open the way to new

perspectives of immunotherapies targeting DCs.

Methods

Allergic patients
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This study was approved by the Ethics Committee of our institution (CPP Paris-Ile-de-France
VII, Le Kremlin-Bicétre, France) and informed consent was obtained from each patient before
inclusion. Blood samples were obtained from eight non-smoking patients with symptomatic
allergic rhinitis and/or asthma before and after two days of oral GC-therapy. In order to obtain
homogenous results all patients received prednisolone 0.5mg/kg/day at D1 and D2 and blood
sample was collected on day three, before drug intake.

Allergologic assessment included a medical interview which helps to identify specific
allergens for each patient. Patients were therefore tested for identified allergies with skin prick
tests and specific serum IgE tests. Patients’ characteristics are presented in Table 1. It should
be noted that the patients included had not received a steroid course in the previous three
months. The patients with allergic rhinitis received oral steroids in case of uncontrolled
rhinitis despite the maximal treatment as recommended by J Bousquet et al.'* including at
least oral antihistamines and intra-nasal steroids. The patients with asthma received oral

steroids in case of asthmatic exacerbation (as defined in GINA classification 2008)."

Isolation of APCs and T cells

Blood was collected from patients during the first pre-inclusion visit for CD4" T cells and
PBMC isolation and immediately before and 48 hours after oral GC-therapy (0.5 mg/kg of
body weight/day) for APC isolation. APCs were obtained by negative magnetic selection
(Dynal, Compiegne, France), as previously described.” Cell composition of APCs determined
in two experiments was consistent with our previously published data (almost 91% CDI14"
cells and 3% CD11c" ILT3" cells).>’ To avoid any alteration of the phenotype acquired in
vivo by circulating DCs, manipulation of cells was restricted to the minimum. Therefore, this

study was carried out with circulating APCs instead of DCs purified by cell sorting or positive
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magnetic selection. However, it has been shown that DCs among circulating APCs are the
principal cells able to present antigen to T cells.'® !

A negative selection CD4" T lymphocyte kit was used for CD4" T cell purification (Dynal,
Compiegne, France). Purified CD4" T lymphocytes comprised more than 96% of CD3" CD4"

cells. CD4" T lymphocytes and PBMCs were kept frozen until used.

Western-blot

Detection of GILZ by Western blotting and by sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) was performed as previously described.'”® The anti-GILZ
antibody used was a polyclonal antibody obtained from Santa-Cruz (sc 33780). Western blot

results were quantified using ScanAnalysis software (BioSoft, Cambridge, United Kingdom).

Culture

The antigens used were the recall antigen purified protein derivative (PPD, 1 pg/mL; Statens
Serum Institute, Copenhagen, Denmark), extract of Dermatophagoides pteronyssinus (Derp; 5
pg/ml, Stallergénes, Antony, France) and extract of Phleum pratense (Phlp; 5 pg/ml,
Stallergénes, Antony, France). Circulating APCs (1.0x10°) were loaded with allergen
(according to the patients’ allergic status) or PPD during four hours, washed and co-cultured
during seven days with 1.0x10° autologous CD4" T lymphocytes labeled with 2.5 uM CFSE
(5-(6)-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) according to the manufacturer’s
instructions (Vybrant kit; Molecular Probes, Eugene, OR). The phenotype and proliferation of
CD4" T cells (by CFSE dilution) were determined at the end of cultures by flow cytometry.

In experiments using siRNA, APCs were nucleofected with siCtrl or siGILZ, as previously

described.®” The fraction of transfected cells, determined using fluorescent siRNA, was from
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70% to 80%. Four hours after nucleofection, APCs were pulsed with allergen for four hours,

washed, and co-cultured with autologous CD4" T lymphocytes.

Flow cytometry

The following mouse monoclonal antibodies (mAbs) were used: anti-CD4-PC5, anti—-CD4-
PE, anti—-CD3-APC, anti—-CD25-APCs, (BD Pharmingen, Pont-De-Claix, France), anti—IL-10-
PE (25209) (R&D Systems, Lille, France), and rat anti-human Foxp3-PE (PCHI101)
(eBioscience, Montrouge, France). Negative controls were irrelevant isotype-matched mAbs.
For combined detection of membrane and intracellular antigens, cell surface staining was
performed first. Then, intracellular staining was performed as recommended by the
manufacturer. The data presented are gated for viable cells using light scatter. At least 2x10*
events were acquired by flow cytometry (FACSCalibur; Becton Dickinson, Rungis, France)

and analyzed using Cell Quest software (Becton Dickinson).

Functional studies of Treg

APCs (1.0x10°) were co-cultured for seven days with 1.0x10° autologous CD4* T
lymphocytes in 200 uL RPMI +10% human AB serum (ABCYS, Paris, France) as previously
described.’

At the end of the stimulation, less than 2% of the cells were CD11¢'ILT3". CD4" T
lymphocytes were purified, then irradiated (16 Gy), and added with allergen or PPD to
autologous 10° PBMCs labeled with 2.5 pM CFSE (5-(6)-carboxyfluorescein diacetate
succinimidyl ester) according to the manufacturer’s instructions (Vybrant kit; Molecular
Probes, Eugene, OR). CFSE dilution in CD4 responders was determined seven days later. The
numbers of CD4™ T lymphocytes added to CFSE-labeled PBMC was 5x10*. This optimal

ratio CD4" T: PBMC (1:2) was determined in our previous study.’
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Statistics

The nonparametric Wilcoxon test was used for statistical evaluation of data. Results were
considered significant when p < 0 .05. Throughout the text, data are expressed as mean +
sem.

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc, San

Diego, CA).

Results

APCs isolated from allergic patients after a course of oral GCs up-regulate GILZ
expression and induce a weak T cell proliferative response against allergens

To investigate whether systemic oral GCs up-regulate the expression of GILZ in
APCs, cells were isolated from the peripheral blood of allergic patients just before (APCs pre-
GC) and 48h after prednisone therapy (APCs post-GC).
A higher expression of GILZ was confirmed by Western-blot analysis in APCs post-GC
compared with circulating APCs pre-GC (Fig 1). APCs were composed of monocytes and
DCs. We previously demonstrated that GCs up-regulate GILZ expression in both human

monocytes and DCs.%"

To evaluate the antigen presenting functions of APCs isolated before and after GC-
treatment and so expressing a low or high level of GILZ respectively, cells were co-cultured
with autologous CD4" T cells labeled with CFSE. CD4" T cells were purified from the
peripheral blood of patients before prednisone treatment. In these co-cultures only circulating

APCs obtained after oral GC-therapy came into contact with GCs.
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All allergic patients included in the study were sensitized against Derp or Phlp, so APCs were
pulsed with the specific allergen for each patient and the recall antigen PPD as a control
antigen. APCs were then used to stimulate autologous CD4" T cells. Seven days later, the
proliferative response of CD4" T cells was evaluated by flow cytometry on the basis of CFSE
labeling. A high proliferative response of CD4" T cells against allergens and PPD was
confirmed for all patients when lymphocyte activation was triggered with APCs pre-GC (Fig
2). On the other hand, APCs post-GC induce only low proliferation in CD4 T cells (Fig 2, 4;
allergenAPC pre-GC: 11.6% £ 5.9% CD4 proliferating cells and ajiergen APC post-GC: 1.2% +
0.5% CD#4 proliferating cells, respectively, P < 0.05; Fig 2, B; pppAPC pre-GC: 25.1% + 8.1%
CD4 proliferating cells and pppAPC post-GC: 6.6% =+ 4.6% CD4 proliferating cells,
respectively). Therefore, APCs obtained from all allergic patients following prednisone

treatment merely stimulate low proliferation of allergen-specific CD4" T lymphocytes.

APCs from allergic patients treated with GCs increase Foxp3 expression and IL-10
production in activated CD4" T cells

In order to clarify the inhibition of allergen-specific lymphocyte proliferation after
GC- therapy, we then investigated whether circulating APCs from GC-exposed allergic
patients stimulate the expression of Treg markers by CD4" T lymphocytes. APCs purified
pre- and post-GC treatment were loaded for four hours with Derp or Phlp and were then used
to stimulate autologous CD4 " T cells. After seven days of co-culture, the expression of CD25,
Foxp3 and IL-10 by CD4" T cells was analyzed. Compared with APCs pre-GC, APCs post-
GC increased the fraction of CD25"€" Foxp3™ CD4" T lymphocytes (Fig 3, A). This
augmentation was more robust when allergens were used to trigger CD4" T cells (Phlp
response: 2.3 £ 0.4-fold increase, Derp response: 1.8 + 0.2-fold increase, PPD response: 0.5 £+

0.5-fold increase).
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We previously demonstrated that Treg activated by GILZ-expressing DCs exert their
suppressive functions through the production of IL-10. We then evaluated the fraction of cells
producing IL-10 in this set of experiments and confirmed that APCs post-GC enhanced the
fraction of CD25"™E" IL-10" CD4" T cells in co-cultures in comparison with their control
counterparts isolated before treatment (Fig 3, B). This outcome was confirmed after
lymphocyte stimulation with both allergens or recall antigen PPD (Phlp response: 3.2 + 1.3-

fold increase, Derp response: 2.4 + 1.1-fold increase, PPD response: 2.1 + 1.4-fold increase).

Expression of Foxp3 and IL-10 is restricted to antigen-proliferating CD4" T cells

During oral GC-therapy, circulating APCs from allergic patients increase the fraction
of CD25""Foxp3™ cells among CD4" T lymphocytes. We investigated whether this effect
was restricted to antigen-specific CD4" T lymphocytes. APCs pre- and post-GC were pulsed
with allergen or PPD and added to autologous CD4" T lymphocytes labeled with CFSE to
identify antigen-specific T lymphocytes. The phenotype of CFSE™®" and CFSE"Y CD4" T

lymphocytes (corresponding to non-proliferating and proliferating cells, respectively) was

high high

compared at the end of cultures. Few CFSE™®" CD4" T lymphocytes co-expressed CD25
and Foxp3™ in co-cultures stimulated with allergens (Fig 4, 4) or PPD (data not shown). This
fraction did not substantially differ between cells activated with APCs pre- or post-GC
(allergens: 0.22% + 0.09% and 0.25% % 0.11%, respectively, n=4; PPD: 0.1% and 0.2% +
0.1%, respectively, n=2). In contrast, a significant fraction of CFSE"®" CD4" T lymphocytes
co-expressed CD25"¢" and Foxp3" in co-cultures stimulated with allergens (Fig 4, B) or PPD
(data not shown). There were more CD25highFoxp3+ cells among CFSE™ CD4" T

lymphocytes when circulating APCs post-GC were used to trigger T cells (allergens: 2.3 +

0.4-fold increase, n=4; PPD: 1.2 + 0.1-fold increase, n=2).
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As APCs obtained after prednisone-treatment increased the expression of IL-10 by
CD25"" CD4" T lymphocytes, we tested whether this induction was also restricted to
antigen-specific cells. Relative to control APCs, APC post-GC significantly increased the co-
expression of IL-10 and CD25"€" only in the CFSE"" fraction of CD4" T lymphocytes

responding to allergens (Fig 4, C-D; 3.2 £ 1.0-fold increase, n=7, P < 0.05) or PPD (data not

shown; 2.4 + 1.3-fold increase, n=4). Therefore, circulating APCs from allergic patients orally

high

treated with GCs and over-expressing GILZ increased the expression of CD25™¢", Foxp3",

and IL-10 secretion only on antigen-specific CD4" T lymphocytes.

GILZ-expressing APCs from GC-treated allergic patients induce activation of CD4" T
cells which display allergen-specific immunosuppressive functions

We next evaluated whether circulating APCs from allergic patients purified after oral
GC-treatment generated CD4" T lymphocytes with immunosuppressive properties. To test
suppressive functions, CD4" T lymphocytes were purified at the end of the APCs/CD4" T cell
co-cultures, irradiated, and added to CFSE-labeled autologous PBMCs stimulated with Phlp
or Derp. The proliferation of CFSE-labeled CD4" T lymphocytes among PBMC (CD4
responders) was evaluated. The percentage of CD4 responders was significantly reduced
when T lymphocytes activated by allergen-loaded APCs post-GC were added to PBMC
cultures compared to results obtained with control lymphocytes activated by allergen-loaded
APCs pre-GC (Fig 5, 4; P <0.05).
The selective induction of Treg markers on antigen-specific CD4" T lymphocytes suggested
that the inhibitory effects of these cells could also be antigen specific. To address this issue,
APCs were purified from allergic patients sensitized against both allergens Phlp and Derp.
APCs were loaded with one of the allergens and used to trigger autologous CD4" T cells. The

regulatory function of these cells was then evaluated on CD4 responders stimulated with the
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same allergen (Fig 5, B; condition Treg”'®" * PBMC'®" %) or the other one (Fig 5, B;
condition Treg”'¢"* PBMC"¢" ) Compared with controls, the Treg induced by allergen-
loaded APCs post-GC inhibited the proliferation of CD4 responders to the same allergen, but
not to the other one (Treg™ & * PBMC'¢" % 3519% + 8.1% inhibition, and Treg*'&"
@ PBMC!"#P: 9 6% + 4.8% inhibition).

Thus, APCs from GC-treated allergic patients with high levels of GILZ induced CD4" T
lymphocytes with phenotype and functional properties of Treg. Moreover these Treg are

antigen-specific.

GILZ up-regulation in APCs from GC-treated allergic patients is necessary for the
generation of allergen-specific Tregs

We then evaluated, using small interfering RNA (siRNA), whether inhibition of GILZ
production by APCs post-GC prevented the induction of Tregs. APCs purified from patients
pre- and post-GC treatment were nucleofected with control (siCtrl) or GILZ-specific (siGILZ)
siRNA and were pulsed with allergens. Western-blot analysis confirmed an up-regulation of
GILZ expression between APCs nucleofected with siCtrl and obtained from patients
following GC-treatment versus just before treatment (Fig 6, 4). No increased expression of
GILZ was detected in APCs post-GC nucleofected with siGILZ (Fig 6, 4). Therefore, GILZ
siRNA efficiently inhibited GILZ expression by APCs. The different groups of APCs were
pulsed with allergens and used to trigger autologous CFSE-labeled CD4" T lymphocytes.
APCgicyn post-GC  greatly enhanced the number of CD25"¢ML-10" allergen-specific T
lymphocytes compared to APCgicy1 pre-GC. This difference was not observed with APCs
nucleofected with siGILZ (Fig 6, B). Therefore, the production of GILZ by APCs isolated
from allergic patients following oral GC therapy was required to stimulate allergen-specific

Tregs.
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Discussion

The present study demonstrated in allergic patients that oral GC-therapy enhances the
ability of circulating APCs to generate allergen-specific Trl cells by up-regulating the
expression of the intracellular factor GILZ.

Karagiannidis et al. were the first to describe an increased number of blood Trl in
asthmatic patients treated with oral GCs." In this study, the cellular target of GCs was not
identified.” Our results obtained with circulating APCs isolated before and after oral GC-
treatment of allergic patients confirm their data and reveal a beneficial effect of GCs on
regulatory APC function mediated by GILZ.

GILZ is expressed in almost all hematopoietic cells and its expression level controls
the activation of cells.” A high level of GILZ maintains cells in a refractory state towards
external stimuli.®”"'* We previously showed that GILZ play a critical role in the development
of regulatory DCs in vitro and in the induction of antigen-specific, IL-10-secreting,
CD25""Foxp3" Tregs.” Thus in DC, GILZ should not be considered simply as a
"desactivating" molecule, but rather as an intracellular factor involved in the decision of the
cell to switch from one program of differentiation to another. Hence GILZ expression
promotes anti-inflammatory and tolerance-inducing properties of DCs. We identified natural
(IL-10 and TGFB) as well as therapeutic (GCs) molecules able to up-regulate GILZ
expression in human DCs.* ” Therefore GILZ induction in DCs appears to be a common
pathway used by different immunosuppressive agents to control immune responses.

When human DCs expressing GILZ present recall antigens (such as PPD or CMV) to
memory CD4" T lymphocytes, the proliferating T lymphocytes are switched from a Thl-type
response to Tregs.” This suppression is antigen-specific, as induced Tregs inhibit only the

response of cells stimulated with the same antigen as that presented by GILZ-expressing DC.’
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The present study extends these findings to the anti-allergen response in allergic patients.
Treatment of allergic patients with GCs increases production of GILZ by circulating APCs
and switches the T lymphocyte response from allergen-specific effectors towards allergen-
specific Tregs, with proliferating CD4" T lymphocytes expressing CD25"eh, Foxp3 and IL-10
and inhibiting response of autologous cells towards this allergen. Abrogation of GILZ
expression by specific siRNA in post-treatment APCs prevents generation of regulatory cells.
The immunosuppressive functions of Tregs generated by GILZ-expressing APCs from GC-
treated allergic patients are antigen-specific. Tregs induced by Phlp-pulsed/GILZ-expressing
APCs inhibit response to Phlp, but not to Derp, and reciprocally. This indicates that GILZ-
expressing DCs also influence the balance between Th2 and Treg lymphocytes and redirect
dysregulated immune responses in allergic patients towards allergen-specific immune
tolerance, at least ex vivo.

In allergic patients, the frequency and efficacy of allergen-specific Tregs is impaired
compared to non-allergic subjec:‘[s.3’4 Patients with mutations of the Foxp3 gene and with the
IPEX syndrome (immune dysregulation, polyendocrinopathy, X-linked syndrome) display
auto-immunity, but also food allergy and eczema.”* A beneficial role of Tregs in the
resolution of allergic diseases has been confirmed in murine models and human studies.
Depletion or adoptive transfer of Tregs in murine models of asthma indicates that both natural

21-23
In humans,

and adaptive Tregs prevent inappropriate immune responses to allergens.
immunotherapy of allergic diseases performed by the subcutaneous administration of
increasing doses of allergen over a 3-5 year period, is mediated by a restoration of allergen-
specific CD4" Tregs producing IL-10.**

The development of antigen-specific Tregs involves specific subsets of DCs.” Plasmacytoid

DCs mediate respiratory tolerance in murine models of allergic asthma.* In other studies, this

role is played by pulmonary DCs secreting IL-10.%° Thus, IL-10 produced by both DCs and
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Tregs plays a role in asthma prevention. Because we showed in humans that GILZ stimulates
IL-10 production by DCs,*” and that Tregs induced by GILZ-expressing DCs inhibit immune
response by secreting IL-10,” this is consistent with a role of GILZ in protection against
asthma.

Our findings are encouraging for the potential development of GILZ-inducing
adjuvants in the treatment of allergic disorders. To identify factors modulating the expression
of GILZ in DCs combined with methods that deliver antigens to the cells in vivo would

provide an elegant solution to treat allergic diseases and asthma.
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Control load (p38) —»

FIG 1. Ex vivo GILZ gene expression in circulating APCs from GC-treated allergic patients

Evaluation of GILZ production by Western-blot in human APCs isolated from the peripheral blood of allergic patients before (1)
and 48 hours after (2) oral treatment with prednisone (0.5 mg/kg of body weight/day). Results are representative of 3
experiments.
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Allergen-specifi
Gender | Age |  Allergic status creem-spectiic Rhinitis | Asthma
IgE levels (KUa/L)

Derp:28.1

B-D M 28 | Der p, Der f, Phl p Der f:28.2 +
Phlp:238
Derp:53

A-Z M 43 Der p, Der +
erp, Lt Derf:83

M-H 46 Phlp Phlp:11.7 +

B-S 34 Der p, Der f, Derp: 1.0 +
Derf:11.0

0-B F 53 Phlp unknown +
Derp:20.3

F-8 M 36 | Der p, Der f, Phl p Derf: 16.1 + +

Phlp:21.2
Derp: 159

A-D F 25 | Derp, Der f, Phlp Derf:12.7 +
Phlp:10.2
Derp: 4.6

X-] M 36 Der p, Phl + +

erp, P Phlp: 10.1

Table 1. Demographic, allergic status and clinical characteritics of allergic patients

Der p: Dermatophagoides pteronyssinus
Der f: Dermatophagoides farinae
Phl p: Phleum pratense
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FIG 2. Circulating APCs from GC-treated allergic patients stimulate the proliferation of antigen-specific CD4* T
lymphocytes in a lesser extent

APCs isolated before (APC pre-GC) and 48 after GC-treatment (APC post-GC) were pulsed with allergens (A) or PPD (B) and
used to stimulate CFSE-labeled CD4* T lymphocytes.

The percentage of proliferating CD4* T cells among total CD4" T lymphocytes was evaluated. A line connects respective values
obtained with APC pre- and post-GC for each patient. *P < 0.05, Wilcoxon test.
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FIG 3. The fraction of CD25"g"Foxp3* CD4* T cells is increased in lymphocytes stimulated with APCs
from GC-treated allergic patients
APCs pre- and post-GC were pulsed with allergen (Phlp or Derp) or recall antigen (PPD) and used to trigger
autologous CD4* T lymphocytes. After 7 days of cultures, expression of Foxp3 on CD25"'CD4* T cells (A)
and the fraction of CD25MeML-10* CD4" T cells (B) were analyzed by flow cytometry. All results are
representative of 3 to 5 experiments.
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FIG 4. APCs from GC-treated allergic patients stimulate the expression of Treg markers on antigen-specific CD4* T

APCs pre- and post-GC were loaded with allergen (Phlp or Derp) and co-cultured 7 days with CFSE-labeled CD4* T
lymphocytes. Expression of CD254e" Foxp3 (A, B) and IL-10 (C, D) Treg markers by CFSE!¥ proliferating- and CFSE!¢h non-
proliferating CD4* T cells was compared at the end of cultures. (C) Results are representative of 7 experiments. *P < 0.05,
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FIG 5. Suppressive functions of CD4* T lymphocytes triggered with APCs from GC-treated allergic patients

After co-cultures with APCs, CD4" T lymphocytes were irradiated and added with Phlp or Derp to CFSE-labeled PBMC.
Proliferation of CD4 responders among PBMC was assessed (A). (B) APCs from patients sensitized to both Phlp or Derp were
loaded with one of the allergens and used to trigger CD4" T cells which were then added to CFSE-labeled PBMC stimulated with
the same allergen (Treg?leresna PBMCallereena) or the other one (Treg?leresna PBM(allergenb) The inhibition of the CD4 responder
proliferation compared to relative control (co-cultures with PBMC and T lymphocytes activated by APCs pre-GC) was calculated.
Results are expressed as mean + sem of 4 experiments. *P <0.05, Wilcoxon test.
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FIG 6. GILZ expression by APCs from GC-treated allergic patients is necessary for the generation of allergen-specific
Treg

(A) Evaluation of GILZ production by Western-blot in APCs pre- and post-GC transfected with random siRNA (siCtrl) or GILZ
sIRNA (siGILZ). (B) Transfected APCs were pulsed with allergen and used to activate CFSE-labeled autologous CD4* T
lymphocytes. After 7 days, the expression of CD25 and IL-10 by CFSE"*" proliferating CD4* T cells was analyzed. Results are
representative of 3 experiments.
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Partie 2: L’histamine puissant inhibiteur de I’expression de GILZ
(Glucocorticoid-induced leucine zipper) dans les cellules
dendritiques humaines.

142



Résultats

143



Résultats

Avant-propos

Mon équipe a déja démontré que I’induction de lymphocytes T régulateurs (LTregs) ou de
lymphocytes T effecteurs (LTeffs) dépend de 1’expression de la protéine intracellulaire GILZ
par les cellules dendritiques (CDs). Selon notre hypothése, les CDs quiescentes exprimeraient
des taux ¢élevés de GILZ sous I'influence des GCs endogenes, de I’IL-10 et du TGF-8 et
participeraient ainsi au maintien de la tolérance dans les tissus périphériques vis-a-vis
d’antigénes inoffensifs comme les antigénes inhalés dérivés de notre alimentation ou de la
flore commensale. L’IL-10 et le TGF-B sont des cytokines produites en quantité ¢levée dans
le tube digestif et les poumons, deux organes ouverts sur le milieu extérieur. Nous avons
identifi¢ des molécules immunosuppressives capables d’induire I’expression de GILZ dans
les CDs. Les facteurs qui inhibent 1’expression de GILZ dans les CDs n’ont pas encore été
idendtifiés.

Durant les réactions allergiques, les mastocytes (MCs) situés a proximité des CDs sont activés
via leur récepteur de haute affinit¢ aux IgE et libérent différents médiateurs capables
d’interférer avec la fonction des CDs. Il a été¢ démontré in vivo que les médiateurs libérés par
les MCs exercent un effet adjuvant sur les CDs (175). Nous pensons que les MCs activés
participent a la création d’un microenvironnement inflammatoire autour des CDs favorable a
la présentation des allergénes selon un mode immunogene en inhibant leur production de
GILZ. Parmi les médiateurs libérés par les MCs, nous pensons que I’histamine pourrait
inhiber ’expression de GILZ dans les CDs. L’histamine, d’aprés les travaux de 1’équipe de
Caron G. (2001), est capable d’activer in vivo les CDs humaines et d’induire leur maturation
(156, 157). Une étude complémentaire a également démontré in vivo le réle de I’histamine
dans I’activation des cellules de Langerhans et dans leur migration vers les ganglions drainant

le tissu au cours d’une sensibilisation des souris par voie sous-cutanée (163).
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Il nous semblait donc pertinent de vérifier si certains médiateurs libérés par les MCs dont
I’histamine aprés une activation par des IgE étaient capables de controler négativement
I’expression de GILZ dans les CDs.

Pour aborder cette question, nous avons étudié 1I’expression de GILZ et I’induction de LTregs
par les CDs différenciées a partir de monocytes circulants (Mo-DCs) de sujets sains. Ces Mo-
Dcs ont été traitées par la dexaméthasone (un puissant inducteur de 1I’expression de GILZ) en
présence ou non de I’histamine ou des surnageants de culture de MCs activés via le FceRI.
Les MCs humains utilisés dans cette étude ont été différenciés a partir de cellules souches
CD34" isolées de sang de cordon.

Nos résultats révelent que 1’histamine et les surnageants de culture récoltés aprés 1’activation
des MCs humains par le biais du récepteur de haute affinit¢ aux IgE diminuent
significativement 1’expression de GILZ dans les CDs humaines. Ces résultats sont confirmés
par RT-PCR en temps réel et par western blot. Cette diminution de 1’expression de GILZ
provoquée par I’histamine et par les médiateurs de MCs s’accompagne d’une altération de la
capacité des CDs a activer des LTregs. De plus, cette diminution de 1’expression de GILZ par
les CDs est nécessaire pour médier les effets adjuvants de I’histamine.

Nous avons également identifi¢ le mécanisme par lequel 1’histamine diminue 1’expression de
GILZ dans les CDs humaines. L’histamine augmente la phosphorylation de la voie ERK et
par conséquent la phosphorylation de Foxo3 sur la sérine 294 ce qui provoque sa
relocalisation du noyau dans le cytoplasme des CDs. La localisation cytoplasmique de Foxo3
empéche sa fixation sur le FHRE (Forkhead responsive element) du promoteur de GILZ et par
conséquent une diminution de 1’expression de GILZ (331).

Cette étude démontre que les médiateurs libérés par les MCs exercent un effet adjuvant sur les

réponses immunitaires en diminuant I’expression de GILZ dans les CDs. L’activation des
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MCs au cours des réactions allergiques pourrait contribuer a I’entretien d’une réponse

immunitaire inadaptée vis-a-vis des allergénes par le biais de ce mécanisme.
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Abbreviations used:

DC: Dendritic cells

FHRE : Forkhead Responsive Eements
GILZ: Glucocorticoid-induced leucine zipper
GCs: Glucocorticoids

FceRI: High affinity IgE receptor

IDO: Indoleamine 2,3-dioxygenase

mAb: Monoclonal antibody

MCs: Mast cells

Treg: Regulatory T cells
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Abstract

The tolerant- or immunogenic-priming of T cells by dendritic cells (DCs) depends on GILZ
(Glucocorticoid-induced leucine zipper), an intracellular protein with immunoregulatory
properties. DCs with high levels of GILZ acquire a tolerant phenotype and secrete IL-10.
They induce antigen-specific regulatory T cells (Treg) of a Trl type. The downregulation of
GILZ drives DC towards an immunogenic phenotype. DCs with low levels of GILZ activate
effector T cells. Soluble factors present in the microenvironment of DCs regulate the
expression of GILZ. The immunosuppressive agents, glucocorticoids (GCs), IL-10 and TGF-
B are potent inducers of GILZ. Factors that negatively control GILZ expression are not yet
identified in DCs.

In mucosal mast cells (MC) are part of the DC neighborhood and their mediators have been
recently identified as a new class of highly effective vaccine adjuvants. Histamine is a
preformed mediator rapidely released by allergen-activated mast cells (MC). This key
mediator of allergic reactions has been reported to promote the maturation and migration of
DCs to secondary lymphoid organs. Here we show that histamine, together with a maturation
signal, acts directly upon human DCs, inhibiting GILZ expression and their Treg polarizing
capacity. We also report that cutlture-supernatants collected after MCs activation through
their high affinity receptor of IgE negatively regulate GILZ expression in DCs and their
capacity to to polarize T CD4 " towards a Tr1 phenotype.

Histamine modulates GILZ expression through the activation of the ERK signaling pathway
leading to the phosphorylation of Foxo3. Phosphorylation of Foxo3 promotes its cytoplasmic
exclusion and inhibits its participation in the full activation of GILZ promoter.

We propose that allergen-activated MC by releasing mediators among them histamine
contribute to the unsuited allergic immune response by down-regulating GILZ expression in

DCs thus polarizing DC towards immunogenic phenotype.
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Introduction

Antigen presentation by dendritic cells (DC) leads to either immune stimulation or tolerance.
The mechanisms underlying the decision of DC to orientate the immune response towards one
of these two opposite outcomes are not fully understood (1-3). Tolerance-inducing DC are
also called regulatory DC (regDC). One method used by regDC to prevent immune activation
is to trigger T lymphocyte anergy or apoptosis during antigen presentation. This involves
production of the enzyme indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) and of nitric oxide by DC. The
other method is to generate regulatory cells, including regulatory T lymphocytes (Treg).
Although IDO production by DC may play a role in the induction of Treg, additional
mechanisms are presumably involved. The state of maturation and activation of DC is critical
to Treg development: DC activated and maturing in response to inflammatory stimuli trigger
immune responses, but immature or “semi-mature” DC, in contrast, induce tolerance, and this
is in part mediated by the generation of Treg. Phenotypically mature DC can also be
tolerogenic, and certain environmental signals can induce maturation of DC in a tolerogenic
mode (4). IL-10, TGFp, glucocorticoids (GC), vasoactive intestinal peptide, vitamin D3 and
anti-oxidative vitamins, used alone or in combination, orientate DC maturation to induce
tolerance, and Treg development has been demonstrated for several of these agents (5-10).
IL-10, TGFB and glucocorticoids (GC) are potent inducers of glucocorticoid-induced
leucine zipper (GILZ) expression in DCs (11). Their immunosuppressive effects on DCs are
mediated by GILZ (2). We previously demonstrated that this intracellular protein GILZ
polarize DCs towards a regulatory phenotype (2). High levels of GILZ in DCs lead to a
decreased expression of co-stimulatory molecules such as CD80, CD86 and CDS83, while
expression of co-inhibitory molecules (immunoglobulin like transcript 3 : ILT3, programmed
death ligand 1: PD-L1) and IL-10 secretion are increased (11). Antigen presentation by

GILZ-expressing DCs generates CD2Shi‘°’hFoxp3+CTLA4/CD152+ and IL-10 producing Tregs
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inhibiting the response of CD4" and CD8" T lymphocytes. This suppression is antigen
specific, as induced Tregs inhibit only the response of cells stimulated with the same antigen
than that presented by GILZ-expressing DC (2). Down-regulation of GILZ expression
requires to develop effective immune response should be under the control of pro-
inflammatory factors or danger signals like those induced through pathogen recognizing
receptors. In an attempt to identify factors inhibiting GILZ expression, we already tested the
effect of CD40L, IFN-y, TNF-o and IL-1B3, and observed that none agent was efficient to
negatively regulate GILZ synthesis in DCs (unpublished data).

In mucosal immature DCs are located in the vicinity of mast cells a source of
histamine. Therefore, histamine may effectively influence the immune system through DCs
(12). Many studies in human and experimental murin models have shown that histamine
induces DC maturation and activation (13). Data show that histamine acting on DCs drives T
helper-2 cell polarization both in human and mouse through H1 and H4 receptors (14). It can
also drive migration of human DCs, which is primarily mediated by H4 receptor with some
contribution attributed to HI receptor (15). Histamine that has well defined role in allergy,
can also exert antitumor effects by promoting the differentiation of myeloid cells CD11c"
LY6G" (16-18)

Taken together these findings, it appears that histamine exerts major regulatory
functions affecting the immune responses. Therefore we sought to investigate whether
histamine exerts its immunostimulatory effects by down-regulating GILZ expression in DCs

and thus their Treg polarizing capacities.

Material and Methods

MC differentiation and activation
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Highly purified cord-blood-derived MCs were obtained by long-term cultures of human
umbilical cord blood progenitor cells as previously described (19). Mouse anti-chymase
monoclonal antibody (mAb) (Millipore, Molsheim, France) and mouse anti-tryptase
(Chemicon International Incorporation, Temecula, California, USA) were used to analyse the
mature phenotype of MCs (supplemental Figure 1C-1E). At the end of culture, more than
98% of differentiated cells were mature MCs. Cord blood MCs (1x10° cells/ml) were
incubated for 4 days at 37°C with human myeloma IgE (2,5ug/ml) and IL-4 (20 ng/ml). Then
cells were harvested and washed in complete Iscove’s Modified Dulbecco’s medium, and
incubated with 1pg/ml goat anti-human IgE (Vector Laboratories, Biovalley, Marne la Vallée,
France) for 30 minutes or 24h. Some cells were treated with human myeloma IgE alone to
control basal secretion of mediators. MCs incubated with IgE (2,5ug/ml) and goat anti-human
IgG (1 pg/ml) served as controls for the cross-linking. The supernatants were collected by
means of centrifugation and frozen at -20°C until use. Histamine levels were determined by

using a specific immuonassay kit (Immunotech, Lumigny, France).

Cell purifications and DC generation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from healthy donors
(Etablissement frangais du sang, Rungis, France) by standard density gradient centrifugation
on Ficoll-Paque (GE Healthcare Bio-Science AB). To obtain monocytes-derived dendritic
cells (Mo-DCs), monocytes were purified from PBMCs by positive selection using the human
CD14 Microbeads Kit (Miltenyi Biotec, Bergrish Gladbach, Germany) and the autoMACS
Separator according to the manufacturer’s instructions. Purified monocytes comprised more
than 98% of CD14" cells. Monocytes were plated in culture flasks at 1x10° cell in RPMI 1640
medium (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) containing 10% human AB serum (ABCYS,

Paris, France), IL-4 (50 ng/mL; ABCYS, Paris, France) and GM-CSF (50 ng/ml; ABCYS,
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Paris, France). At day 6, cells were analyzed by FACS. More than 98% of cells expressed the
myeloid marker CD11c and lacked the monocyte marker CD14. Among them more than 90%
of cells expressed HLA-DR. Negative selection CD4" T lymphocytes Kit was used for CD4"
T cell purification (Miltenyi Biotec, Bergrish Gladbach, Germany). Purified CD4" T cells
comprised more than 96% of CD3" CD4" T cells. CD4" T lymphocytes and PBMC were kept
frozen at -80°C until used. Mo-DCs were incubated with Dexamethasone (107 M; Sigma, St
Quentin Fallavier France) overnight with histamine (10”7 M; a kind gift from Michel Dy) or
with culture-supernatants (diluted at 1/100) from mast cells activated 30 min (S1) and 24
hours (S2) through FceRI. To evaluate GILZ expression in immature and LPS-matured Mo-
DCs, lipoplysaccharide from E.Coli 055:B5 (LPS; Sigma, St Quentin Fallavier France) was
added or not at 1pg/ml during incubation time.

In DC/CD4" T cells co-cultured experiments Mo-DCs, cells were first stimulated overnight
with Dex and others factors then pulsed with PPD (2ug/ml; Statens Serum Institute,
Copenhagen, Denmark) for 2 hours. LPS was added for additionnal 2 hours to provide
maturation signals.

Gene transfer experiments used the control vector pcDNA3 (pCTRL) and the GILZ-encoding
vector (pGILZ), which were introduced to Mo-DCs by nucleofection as described by the kit
manufacturer (Lonza, Basel, Switzerland). Nucleofection efficiency, assesssed using a green
fluorescent protein (GFP)-reporter, was tested by flow cytometry 24 hours later: 50% of cells
were GFP positive.

To study signalling pathways activated in Mo-DCs, cells were incubated for 30 min at 37°C
with LY294002 (20 uM, Merck KGaA, Darmstadt, Germany), SB 203500 (20 uM, Merck
KGaA, Darmstadt, Germany), PD (50uM, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) or DMSO
after a short-pre-treatment (1hour) with LPS (100 ng/ml). Cells were then cultured with Dex

(107 M) and histamine (10" M) for 1 hour at 37°C.
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Functionnal studies of Treg function

Mo-DCs (2,5x10%) were co-cultured for 7 days with 10° autologous CD4" T lymphocytes
labeled with 2,5uM CFSE (5-(6)-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) according
to the manufacturer’sinstructions (Vybrant kit; Molecular Probes, Eugene, OR). At the end of
the co-culture, cells were assessed by flow cytometry for Treg markers (CD25"€", IL-10",
FOXP3") among proliferating cells (CFSE low). In other experiments, Mo-DCs (2,5x10%)
were co-cultured for 7 days with 10° autologous non-labelled CD4" T lymphocytes. At the
end of the co-culture, CD4" T lymmphocytes were purified, irradiated (16 Gy) and added with
PPD (1pg/ml) to 10° autologous PBMCs labeled with 2,5uM CFSE. After 7 days, CFSE
dilution in CD4" responders was evaluated by flow cytometry. Irradiated CD4" T
lymphocytes did not proliferate in the co-culture with PBMCs, and less than 2% of CD4"

responders proliferated in the absence of antigen addition.

Western blot analysis

Cells lysates (250ug) were separated by 6-12% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and
transferred to nitrocellulose membranes (Hybond-ECL; Amersham Pharmacia Biotech
Europe). The protein were probed with anti-GILZ antibody (1/500; Santa Cruz
Biotechnology, Tebu, Le Perray en Yvelines, France), anti-p-AKT (1/1000; Cell Signaling,
Danvers), anti-p-ERK"* (1/1000, Cell Signaling), anti-phopho-Serine 294 Foxo3 (1/1000;
Cell Signaling) and anti-phospho-Threonine 24 Foxo3 (1/1000; Cell Signaling). Blots were
reprobed with an antibody to total AKT (1/200; Santa Cruz Biotechnology, Tebu), ERK'?
(1/1000; Cell Signaling), Foxo3 (1/1000; Cell Signaling), p38 (1/500; Santa Cruz
Biotechnology, Tebu). Primary antibodies were visualized with appropriate peroxydase-

conjugated anti-rabbit or anti-goat IgG used at 1/5000 dilution (Santa-Cruz Biotechnologies,
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Tebu). Immunoreactivity was detected using chemiluminescence kit according to the
instructions of the manufacturer (Pierce). Membranes were developped by using the ECL
system. Densitometric analysis was performed using the ScanAnalysis software (Biosoft,

Cambridge, United Kingdom).

Antibodies and flow cytometry

The following mAbs coupled with fluorescein-isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE), or
phycoerythrin-cyanin-5 (PE-Cy5) were used in this study : anti-CD3™", anti-CD4 ", anti-
CD11c™, anti-CD14%™, anti-HLA-DR"® (BD Biosciences, San Diego, California, USA),
anti-IL10™" (R&D systems, Lille, France), anti-FOXP3™ (clone PCHI01 ; e-Biosciences,
Montrouge, France). Negative controls were irrelevant isotype-matched mAbs. For combined
detection of membrane and intracellular antigens, cell surface was performed first. Then intra-
cellular staining was performed with a cytofix/cytoperm Kit (BD Biosciences) according to
the manufacturer’s instructions for IL-10 staining and with a Foxp3 fixation/permeabilization
concentrate and diluent (e-Biosciences) according to the manufacturer’s instructions for
Foxp3 staining. The data presented are gated for viable cells using light scatter. At least 10?
events were acquired by flow cytometry (FACS Calibur ; Becton Dickinson, Rungis, France)

and analyzed using Cell Quest software (Becton Dickinson).

Measurement of transcriptionnel activity using Dual-Luciferase Reporter assay

Mo-DCs were transiently co-transfected by nucleofection using lonza Kit with 10pg of
Firefly luciferase reporter plasmid (p-1940) and 0,1 pg of Renilla luciferase reporter plasmid
(pCMV-Renilla) used as an internal control for normalization. After 1 hour of rest, co-
transfected cells were pre-treated for 1h with LPS (100ng/ml) then stimulated or not with

DEX (107 M) or histamine (10”7 M) overnight. Protein extracts were prepared using the
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Passive lysis buffer provided in the Dual-luciferase assay (Promega). Equal amounts of
protein extracts were plated into a 96 wells plate. Firefly luciferase activity was measured for
12 seconds using the Micolumat Plus LB 96V luminometer (Berthold Technologies, Thoiry,
France). To assess the internal standard activity, Stop and Glo reagent was added and the peak
of the Renilla luciferase activity was then measured. Relative Luciferase Units (RLU) were
normalized as follow : Firefly luciferase units of protein extracts of treated or untreated cells /

Renilla lucifera units of protein extracts of untreated cells.

Quantitative Real-time RT-PCR

Total RNA from Mo-DCs was extracted by using Trizol reagent (Invitrogen) and treated with
DNase (Roche Diagnstics, Meylan, France) to remove any genomic DNA contamination.
cDNA was prepared with Superscript III reverse transcriptase (Invitrogen). The resulting
cDNA was amplified by quantitative real-time PCR on a light cycler instrument (Roche
Diagnostics), with the FastStart DNA Master SYBER Green Kit (Roche Diagnostics), and
carried out an absolute quantification. GILZ was amplified using the following primers
(Forward: 5’-TCTGCTTGGAGGGGATGTGG-3’ and Reverse: 5-
ACTTGTGGGGATTCGGGAGC-3’). B-actin was also amplified to serve as normalization
control (Forward: 5’>-TTCCTACTCCCCCTGCTCAT-3’ and Reverse: 5-

CCTGTATGGGAAATGCCTGG-3’).

Elisa assays
Production of IL-10 was assessed using commercially available enzyme-linked

immunoabsorbent (ELISA) kit (Diaclone, Besancon, France).

Statistical analyses

157



Résultats

Results are expressed as mean + sem. Unless specified, the t-test was used to analyse results.
The non-parametric Wilcoxon test was used to analyse some experiments. A p<0,05 was

considered as significant.
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Results

Histamine down-regulates GILZ expression in human DCs.

To characterize the ability of histamine to perpetuate through DC activation enhanced
immune responses, we first examined its capacity to negatively regulate GILZ expression in
human DCs. We used DCs derived from human monocytes (Mo-DCs). Human monocytes
freshly isolated from peripheral blood expressed high levels of GILZ (11) which are
progressively diminished upon culture conditions with IL-4 and GM-CSF to become negative
in fully differentiated Mo-DCs (11). Mo-DCs were incubated with dexamethasone (Dex, a
synthetic glucocorticoid) to restore GILZ expression. Effects of histamine were tested on
Dex-induced GILZ expression both in immature (iMo-DCs) and LPS-matured Mo-DCs (m-
Mo-DCs). Western blot analysis revealed that histamine reduced Dex-induced GILZ
expression in human m-Mo-DCs in a dose-dependent with optimal and statistically significant
effects observed at 10”7 M (Figure 1A and 1B). Histamine had no effect on GILZ expression
in iMo-DCs (data not shown). We verified that down-regulation of GILZ expression observed
in m-Mo-DCs was not due to the presence of maturation signals delivered by LPS. Levels of
GILZ analyzed by quantitative real time RT-PCR were similar between Dex-treated iMo-DCs
and Dex-treated m-Mo-DCs after 18h, 24h, 48h, and 72h of culture (data not shown).

In order to verify that histamine was able to modulate GILZ expression induced by another
physiological immunosuppressive agent, m-Mo-DCs were treated with IL-10 instead of Dex
in the presence or not of histamine. We then confirmed an inhibitory effect of histamine on
IL-10-induced GILZ expression (Figure 1C).

Data indicated that histamine a major mediator in allergic responses is a potent inhibitor of

GILZ expression in m-Mo-DCs.
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Histamine impairs m-Mo-DCs capacities to polarize CD4" T cells towards a regulatory
phenotype.

We next verified if under-expression of GILZ mediated by histamine was characterized by
impairment of m-Mo-DCs to generate T cells with regulatory phenotype. DCs treated
overnight with Dex in association with histamine or not were loaded with the recall antigen
PPD for 2 hours then LPS was added to the cultures for additionnal 2 hours. We confirmed
with this stimulation procedure, a reduced expression of GILZ mRNA in m-Mo-DCs in
contact with histamine (data not shown). After washing steps, PPD-pulsed m-Mo-DCs were
used to stimulate autologous CFSE-labeled CD4" T cells. CFSE-labeling is used to

low

discriminate antigen-specific T lymphocytes (identified as proliferating CFSE™" cells) from

high cells). After 7 days of coculture, the

non-specific T cells (non-proliferating CFSE
expression of Treg markers by proliferating CFSE"Y CD4" T cells was analyzed. We
previously demonstrated that m-Mo-DCs with Dex-induced GILZ expression present recall
antigen to memory CD4" T lymphocytes and polarize them towards a regulatory phenotype

characterized by expression of CD25"e"

and Foxp3 and the secretion of [L-10.

As expected, fraction of CD25™¢"Foxp3"* (Figure 2A) and CD25""IL10" cells (Figure 2B)
among proliferating CD4" T cells were lower when PPD was presented by m-Mo-DCs treated
with Dex plus histamine compared to results obtained with Dex-treated m-Mo-DCs.

We have previously demonstrated that induction of Treg by GILZ-expressing DCs was
dependent on the production of IL-10 (2). In support of this, we found a significant

diminution of IL-10 in cultures containing m-Mo-DCs m-Mo-DCs treated with Dex and

histamine (Figure 2C).

Histamine abrogates DC capacities to activate T cells with immunosuppressive functions

We next studied the suppressive functions of CD4" T lymphocytes stimulated by
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differentially treated-DCs. m-Mo-DCs loaded with PPD after overnight treatment with Dex in
the presence or absence of histamine were used to activate autologous non-labeled CD4" T
cells for 7 days. T cells were then purified, irradiated and added to CFSE-labeled autologous
PBMC stimulated with PPD. Proliferation of CD4 responders (CFSEI"W) among PBMC was
assessed in this second co-culture. CD4" T cells primed with Dex-treated DCs exhibited
suppressive functions whereas CD4" T cells primed with Dex+histamine-treated DCs did not
inhibit the proliferation of PBMC in response to PPD (Figure 3A).

These data confirmed that the decrease in GILZ expression by histamine is associated with
impaired ability of m-Mo-DCs to generate CD4" T lymphocytes with functional properties of

Tregs.

Histamine fails to induce immunogenic phenotype in GILZ-transfected DCs.

To determine whether the adjuvant effects of histamine on DCs was mediated by the
reduction in GILZ expression, DCs were nucleofected with a control vector (pCTRL) or the
GILZ encoding vector (pGILZ) and treated or not with histamine overnight. m-Mo-DCs were
then pulsed with PPD and used to activate autologous CD4" T cells. CD4™ T cells were
purified at the end of DC/CD4" T cell co-cultures, irradiaded, and added to CFSE-labeled
autologous PBMC stimulated with PPD. Proliferation of CD4 responders among PBMC was
then assessed by flow cytometry.

We confirmed by quantitative real-time RT-PCR that the nucleofection of m-Mo-DCs with
pGILZ induced extremely high levels of GILZ compared to using pCTRL (data not shown).
CD4" T cells primed with PPD-loaded DCP“"* treated or not with histamine inhibited the
proliferation of lymphocytes to the recall antigen PPD (Figure 3B).

These data demonstrated that histamine polarized DCs from a regulatory phenotype towards

an immunogenic phenotype by negatively regulating GILZ expression.
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Mediators released by IgE-activated MCs negatively regulate GILZ expression in DCs
thus promoting their immunogenic properties

We then tested whether mediators produced by IgE-activated MCs modulate GILZ expression
in m-Mo-DCs. To reproduce MC activation, human MCs derived from cord-blood
progenitors were first incubated 4 days with IL-4 and IgE to induce over-expression of FceRI
(Supplemental Figure 1A and 1B). Dimerisation of FceRI was then obtained by incubating
MCs with monoclonal antibody (mAb) directed against human IgE. MCs thus activated
through FceRI released histamine within minutes and secreted within hours of activation
lipid-derived mediators such as leukotriene B4 (LTB4), cytokines including TNFa and IL-10
and chemokines (Supplemental Table 1).

The impacts of MC-mediators were first tested on Dex-induced GILZ expression in both iMo-
DCs and m-Mo-DCs. Western-blot analysis confirmed that treatment of m-Mo-DCs with
MC-supernatants collected 30 min (s1) and 24 hours (s2) after FceRI engagement reduced
Dex-induced expression of GILZ (Figure 4A). The mediators of MCs did not modulate the
expression of GILZ in iMo-DCs (densitometric analysis of immunoblot, ratio GILZ/p38:
medium: 0.12 UA £ 0.09 UA; Dex: 0.39 UA £ 0.15 UA; Dex+sl: 0.25 UA £+ 0.10 UA;
Dex+sn24hrs: 0.43 UA + 0.26 UA; n=2). To verify that the decrease in GILZ expression was
the result of MC activation and release of mediators through FceRI, m-Mo-DCs were treated
with control MC-supernatants collected after IgE incubation and before addition of anti-IgE
mAD (ratio GILZ/Bactin: medium: 0.13 UA + 0.07 UA; Dex: 1.04 UA £ 0.05 UA; Dex-+ctrl
sn: 0.88 UA £+ 0.31 UA; means + sem, n=3) or collected after IgE incubation and addition of
control IgG (data not shown). In both cases, control MC-supernatants have no regulatory
effects on GILZ expression in DCs. We also ensure that the decreased expression of GILZ

was not due to a direct binding of free anti-IgE present in the supernatants on the Fcy
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receptors expressed by DCs (supplemental Figure 2). Among the mediators released by IgE-
activated MCs, we identified the LTB4 as an inhibitor of GILZ expression (supplemental
Figure 3).

We then assessed whether MC-mediators influence the capacity of m-Mo-DCs to generate
regulatory T cells by using autologous DC/CD4" T cell co-cultures. Fractions of CD25"eh
Foxp3" and CD25"¢" IL-10" T lymphocytes induced in response to PPD were significantly
lower when antigen was presented by m-Mo-DCs treated with Dex plus MC-supernatants
compared to Dex-treated m-Mo-DCs (Figure 4B and 4C). This result was consistent with the
decrease in IL-10 secretion detected in co-culture supernatants when m-Mo-DCs pre-
stimulated with Dex plus MC-supernatants were used to activate CD4" T cells (Figure 4D).
As expected CD4" T cells primed by these m-Mo-DCs failed to dysplay suppressive functions
compared to lymphocytes activated by Dex-treated DCs (Figure 4E).

Collectively, these data demonstrated that down-regulation of GILZ expression in DCs by

MC mediators including histamine and LTB4 results in impairment of Treg expansion.

Histamine regulates the expression of GILZ through ERK signaling pathway.

It was previously demonstrated that the binding of Foxo3 (a transcription factor) to forkhead
responsive elements (FHRE) on the promoter of GILZ is required for the full GCs-induced
GILZ expression. It was also reported that Foxo3 phosphorylation causes its relocation of the
nucleus in the cytoplasm and regulates its transcriptional activity (20). PI3K/AKT and the
MAPK (P38, ERK) pathways are known to phosphorylate Foxo3 (21-27).

In order to clarify the signaling pathways involved in the control of GILZ expression by
histamine, we first used specific inhibitors of the PI3K/AKT and the MAPK pathways.
Histamine was still able to down-regulate GILZ expression in m-Mo-DCs in the presence of

LY 294002 (inhibitor of PI3K/AKT pathway) and SB 203500 (inhibitor of p38 pathway) as
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the ratio of GILZ expression in Dex-treated m-Mo-DCs / DEX+histamine-treated m-Mo-DCs
was greater than 2 in the presence of both inhibitors (Figure SA). PD 98059 (inhibitor of
ERK'? pathway) blocked the down-regulation of GILZ expression by histamine (ratio of
GILZ expression in Dex-treated m-Mo-DCs / Dex-+histamine-treated m-Mo-DCs <1 in the
presence of PD 98059 ; Figure SA).

This results suggested that histamine interferes with the ERK"? signaling pathway to down-

regulate GILZ expression in DCs.

Histamine by signalling through the ERK"” signaling pathway enhances Foxo3
phosphorylation at Serine 294.

To confirm data obtained using signaling pathway inhibitors, we investigated the

12

phosphorylation of ERK " and Foxo3 proteins. We studied two sites of phosphorylation for

Foxo3, one located on Serine 294 (known to be phosphorylated by the ERK'?

pathway, our
target of interest) the other located on Threonine 24 which is known to be a downstream
target of PI3K/AKT pathway (our negative control) (22, 25, 27).

Histamine clearly enhanced ERK'?

phosphorylation in Dex-treated m-Mo-DCs (Figure 5B).
This increase in the ERK'? phosphorylation was completely abrogated in the presence of PD
98059. As a result of ERK"? phosphorylation, histamine also increased phosphorylation of
Foxo03 on Serine 294 but not on Threonine 24, as expected (Figure 5B). The enhancement of

Ser294
Foxo03>*

phosphorylation observed in Dex-+histamine-treated DCs compared with Dex-
treated DCs was abolished by the specific inhibitor of ERK'"? pathways (Figure 5B).

These data demonstrated that histamine by activating ERK'? signaling pathway induces
Foxo03 phosphorylation on Serine 294 and thus should lead to its cytoplasmic localization.

12

Histamine by signaling through the ERK'~ pathway regulates the activity of the

promoter of GILZ.
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The increase in phosphorylation of Foxo3°**** monitored by histamine should result in a
reduction of its transcriptional activity and in our study by a decreased activity of the
promoter of GILZ. To address this issue the GILZ promoter (genomic DNA corresponding to
the region between -1940 and +19) was subcloned into pGL3 luciferase reporter vector (p-
1940). The luciferase activity was then measured in extracts of m-Mo-DCs transfected with
the p-1940 and treated with Dex in the presence or not of histamine. As shown in Figure 6,
histamine totally inhibited Dex-induced luciferase activity of the p-1940 construct.

These data indirectly suggested that histamine negatively controls the synthesis of GILZ in
human DCs by activating the ERK"? signaling pathway and thus contributes to the inhibition
of the transcriptional activity of Foxo3, a transcription factor known to regulate the

expression of GILZ.
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Discussion

Expression of GILZ in DCs polarizes them from an immunogenic to a tolerogenic phenotype.
DCs with high levels of GILZ activate antigen-specific Tregs. Conversely, DCs with under-
expression of GILZ induce effector T cells (2). We already identified immunosuppressive
factors (glucocorticoids, IL-10 and TGF-B8) as potent inducers of GILZ expression (28).
Identifying factors that negatively regulate GILZ expression in DCs is important to better
understand the role of GILZ in the function of DCs and thus the mechanisms involved in the
induction of regulatory- or immunogenic-DCs. We report here for the first time that MC
mediators among them histamine and LTB4 together with a maturation signal downregulate
GILZ expression in human DCs and their ability to activate regulatory T cells. Effects of
histamine were observed at physiological dose reaches in vivo after MC activation such as in
acute allergic reactions. Thereby, histamine promotes immunogenic functions of DCs. DCs
overexpressing GILZ treated with histamine or culture-supernatants from IgE-activated MCs,
when presenting an antigen to CD4" T lymphocytes generate lesser proliferating cell with the
expression of Treg markers CD25"€"Foxp3IL-10". In addition, these CD4" T lymphocytes
stimulated by histamine- or MC-supernatants-treated DCs failed to display suppressive
functions when tested on antigen-specific T cell response assays. Previous studies reported
that histamine induces maturation of DCs towards an effector DC2 phenotype, leading to the
polarization of naive T cells to Th2 cells (14, 29). Furthemore, histamine derived from IgE-
and antigen-stimulated skin mast cells promotes the migration of Langerhans cells to draining
lymph nodes. Thus there is evidence that at least in some circumstances, MCs can influence
the functions of DC (30). A complementary study demonstrated that mediators of MCs can be
considered as a new class of adjuvants targeting DCs (31). A subcutaneous or nasal
administration of chemical activators of MCs with antigen evokes a potent protective antigen-

specific immune responses by inducing enhanced mobilization of DCs to draining lymph
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nodes (31). Chemical MC activators did not induce optimal immune responses in MC-
deficient mice (31). Our results suggest that the adjuvant effects of histamine and MC
mediators are not limited to the control of DC migration and maturation toward secondary
lymphoid organs but also polarize DC from tolerogenic towards immunogenic phenotype.

In the context of allergic-rections, MC mediators including histamine and LTB4, secreted
after FceRI engagement could down-regulate GILZ expression in DC and promote their abiliy
to present antigen in an immunogenic way leading to induction of allergen-specific Th2 cells.
This indicates that histamine released during allergic reactions affects the balance between
Tregs and Th2 lymphocytes. This result could offer a possible explanation of the role of MC-
mediators including histamine and LTB4 in the maintenance of allergic diseases.

In a context of anti-tumoral immune responses, it was previously reported that the
overexpression of GILZ in tumor infiltrating cells was associated with the failure of the
immune system to reject the tumor (28). Recently, it has been shown in a murine model that
GILZ is highly up-regulated in DCs in the tumor microenvironnent and that blockade of
GILZ in antigen-presenting DCs significantly prolonged survival of mice with a preexisting
tolerogenic tumor (32). We could speculate that the down-regulation of GILZ expression in
DCs by histamine also explain the anti-tumor effects of histamine described in the litterature
(16, 17).

It was reported that Foxo3 and GC-receptors synergized to induce maximal GILZ expression
(20), so we investigated whether histamine could regulate Dex-induced GILZ promoter
transactivation through the inhibition of Foxo3 activity. Our results show that histamine
increase the phosphorylation of ERK1/2 and consequently the phosphorylation of Foxo3 on
Serine 294. This event leads to Foxo3 cytoplasmic localization, prevents its fixation on the
FHRE of GILZ promoter and downregulate Dex-induced GILZ expression (20). The receptor

of histamine implied in this process is being identified.
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This study reveals that histamine is able to tune the fine balance between immunity and

tolerance by negatively regulating GILZ expression in DCs. Our results offer an explanation

for the role of histamine in the perpetuation of allergic reactions. Identification of the adjuvant

properties of histamine and MCs products will help to optimize vaccine-induced immune

responses which could be benefic in the treatment of cancer and vaccine-induced tolerant

responses in the case of allergic and auto-immune diseases.

References

1.

Belkaid, Y., and Oldenhove, G. 2008. Tuning microenvironments: induction of
regulatory T cells by dendritic cells. Immunity 29:362-371.

Hamdi, H., Godot, V., Maillot, M.C., Prejean, M.V., Cohen, N., Krzysiek, R.,
Lemoine, F.M., Zou, W., and Emilie, D. 2007. Induction of antigen-specific
regulatory T lymphocytes by human dendritic cells expressing the glucocorticoid-
induced leucine zipper. Blood 110:211-219.

Morelli, A.E., and Thomson, A.W. 2007. Tolerogenic dendritic cells and the quest for
transplant tolerance. Nature reviews. Immunology 7:610-621.

Reis e Sousa, C. 2006. Dendritic cells in a mature age. Nature reviews. Immunology
6:476-483.

Akbari, O., DeKruyff, R.H., and Umetsu, D.T. 2001. Pulmonary dendritic cells
producing IL-10 mediate tolerance induced by respiratory exposure to antigen. Nature
immunology 2:725-731.

Akbari, O., Freeman, G.J., Meyer, E.H., Greenfield, E.A., Chang, T.T., Sharpe, A.H.,
Berry, G., DeKruyff, R.H., and Umetsu, D.T. 2002. Antigen-specific regulatory T
cells develop via the ICOS-ICOS-ligand pathway and inhibit allergen-induced airway
hyperreactivity. Nature medicine 8:1024-1032.

Banerjee, D.K., Dhodapkar, M.V., Matayeva, E., Steinman, R.M., and Dhodapkar,
K.M. 2006. Expansion of FOXP3high regulatory T cells by human dendritic cells
(DCs) in vitro and after injection of cytokine-matured DCs in myeloma patients.

Blood 108:2655-2661.

168



Résultats

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

169

Martin, E., O'Sullivan, B., Low, P., and Thomas, R. 2003. Antigen-specific
suppression of a primed immune response by dendritic cells mediated by regulatory T
cells secreting interleukin-10. Immunity 18:155-167.

Tan, P.H., Sagoo, P., Chan, C., Yates, J.B., Campbell, J., Beutelspacher, S.C.,
Foxwell, B.M., Lombardi, G., and George, A.J. 2005. Inhibition of NF-kappa B and
oxidative pathways in human dendritic cells by antioxidative vitamins generates
regulatory T cells. Journal of immunology 174:7633-7644.

Yoshimura, S., Bondeson, J., Brennan, F.M., Foxwell, B.M., and Feldmann, M. 2001.
Role of NFkappaB in antigen presentation and development of regulatory T cells
elucidated by treatment of dendritic cells with the proteasome inhibitor PSI. European
Jjournal of immunology 31:1883-1893.

Cohen, N., Mouly, E., Hamdi, H., Maillot, M.C., Pallardy, M., Godot, V., Capel, F.,
Balian, A., Naveau, S., Galanaud, P., et al. 2006. GILZ expression in human dendritic
cells redirects their maturation and prevents antigen-specific T lymphocyte response.
Blood 107:2037-2044.

Jutel, M., Akdis, M., and Akdis, C.A. 2009. Histamine, histamine receptors and their
role in immune pathology. Clinical and experimental allergy : journal of the British
Society for Allergy and Clinical Immunology 39:1786-1800.

Caron, G., Delneste, Y., Roelandts, E., Duez, C., Herbault, N., Magistrelli, G.,
Bonnefoy, J.Y., Pestel, J., and Jeannin, P. 2001. Histamine induces CD86 expression
and chemokine production by human immature dendritic cells. Journal of immunology
166:6000-6006.

Caron, G., Delneste, Y., Roelandts, E., Duez, C., Bonnefoy, J.Y., Pestel, J., and
Jeannin, P. 2001. Histamine polarizes human dendritic cells into Th2 cell-promoting
effector dendritic cells. Journal of immunology 167:3682-3686.

Gutzmer, R., Diestel, C., Mommert, S., Kother, B., Stark, H., Wittmann, M., and
Werfel, T. 2005. Histamine H4 receptor stimulation suppresses IL-12p70 production
and mediates chemotaxis in human monocyte-derived dendritic cells. Journal of
immunology 174:5224-5232.

Hellstrand, K., Brune, M., Dahlgren, C., Hansson, M., Hermodsson, S., Lindner, P.,
Mellgvist, U.H., and Naredi, P. 2000. Alleviating oxidative stress in cancer

immunotherapy: a role for histamine? Medical oncology 17:258-269.



Résultats

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Johansson, M., Henriksson, R., Bergenheim, A.T., and Koskinen, L.O. 2000.
Interleukin-2 and histamine in combination inhibit tumour growth and angiogenesis in
malignant glioma. British journal of cancer 83:826-832.

Yang, X.D., Ai, W., Asfaha, S., Bhagat, G., Friedman, R.A., Jin, G., Park, H.,
Shykind, B., Diacovo, T.G., Falus, A., et al. 2011. Histamine deficiency promotes
inflammation-associated carcinogenesis through reduced myeloid maturation and
accumulation of CD11b+Ly6G+ immature myeloid cells. Nature medicine 17:87-95.
Godot, V., Garcia, G., Capel, F., Arock, M., Durand-Gasselin, 1., Asselin-Labat, M.L.,
Emilie, D., and Humbert, M. 2006. Dexamethasone and IL-10 stimulate
glucocorticoid-induced leucine zipper synthesis by human mast cells. Allergy 61:886-
890.

Asselin-Labat, M.L., Biola-Vidamment, A., Kerbrat, S., Lombes, M., Bertoglio, J.,
and Pallardy, M. 2005. FoxO3 mediates antagonistic effects of glucocorticoids and
interleukin-2 on glucocorticoid-induced leucine zipper expression. Molecular
endocrinology 19:1752-1764.

Roy, S.K., Srivastava, R.K., and Shankar, S. 2010. Inhibition of PI3K/AKT and
MAPK/ERK pathways causes activation of FOXO transcription factor, leading to cell
cycle arrest and apoptosis in pancreatic cancer. Journal of molecular signaling 5:10.
Yang, J.Y., Zong, C.S., Xia, W., Yamaguchi, H., Ding, Q., Xie, X., Lang, J.Y., Lai,
C.C., Chang, C.J., Huang, W.C,, et al. 2008. ERK promotes tumorigenesis by
inhibiting FOXO3a via MDM2-mediated degradation. Nature cell biology 10:138-
148.

Brunet, A., Bonni, A., Zigmond, M.J., Lin, M.Z., Juo, P., Hu, L.S., Anderson, M.J.,
Arden, K.C., Blenis, J., and Greenberg, M.E. 1999. Akt promotes cell survival by
phosphorylating and inhibiting a Forkhead transcription factor. Cell 96:857-868.
Brunet, A., Kanai, F., Stehn, J., Xu, J., Sarbassova, D., Frangioni, J.V., Dalal, S.N.,
DeCaprio, J.A., Greenberg, M.E., and Yaffe, M.B. 2002. 14-3-3 transits to the nucleus
and participates in dynamic nucleocytoplasmic transport. The Journal of cell biology
156:817-828.

Brunet, A., Park, J., Tran, H., Hu, L.S., Hemmings, B.A., and Greenberg, M.E. 2001.
Protein kinase SGK mediates survival signals by phosphorylating the forkhead
transcription factor FKHRL1 (FOXO3a). Molecular and cellular biology 21:952-965.

170



Résultats

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

171

Kops, G.J., de Ruiter, N.D., De Vries-Smits, A.M., Powell, D.R., Bos, J.L., and
Burgering, B.M. 1999. Direct control of the Forkhead transcription factor AFX by
protein kinase B. Nature 398:630-634.

Salih, D.A., and Brunet, A. 2008. FoxO transcription factors in the maintenance of
cellular homeostasis during aging. Current opinion in cell biology 20:126-136.
Berrebi, D., Bruscoli, S., Cohen, N., Foussat, A., Migliorati, G., Bouchet-Delbos, L.,
Maillot, M.C., Portier, A., Couderc, J., Galanaud, P., et al. 2003. Synthesis of
glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ) by macrophages: an anti-inflammatory
and immunosuppressive mechanism shared by glucocorticoids and IL-10. Blood
101:729-738.

Mazzoni, A., Young, H.A., Spitzer, J.H., Visintin, A., and Segal, D.M. 2001.
Histamine regulates cytokine production in maturing dendritic cells, resulting in
altered T cell polarization. The Journal of clinical investigation 108:1865-1873.
Jawdat, D.M., Albert, E.J., Rowden, G., Haidl, 1.D., and Marshall, J.S. 2004. IgE-
mediated mast cell activation induces Langerhans cell migration in vivo. Journal of
immunology 173:5275-5282.

McLachlan, J.B., Shelburne, C.P., Hart, J.P., Pizzo, S.V., Goyal, R., Brooking-Dixon,
R., Staats, H.F., and Abraham, S.N. 2008. Mast cell activators: a new class of highly
effective vaccine adjuvants. Nature medicine 14:536-541.

Lebson, L., Wang, T., Jiang, Q., and Whartenby, K.A. 2011. Induction of the
glucocorticoid-induced leucine zipper gene limits the efficacy of dendritic cell

vaccines. Cancer gene therapy 18:563-570.



Résultats

Dex + histamine

medium  Dex 10°M 10°M 107M

GlLz

Ctrl load
*

0,8
0,7

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0
Dex - +

Histamine

IL10 +
Cc medium  IL10  histamine

(ratio)

GILZ/p38 expression

Ctrl load (p38)

Figure 1: Histamine down-regulates GILZ gene expression in human mature Mo-DCs.

Immunoblot analysis of GILZ expression in human Mo-DCs matured by LPS derived from E. coli. Cells were incubated
overnight with Dex alone (107 M) or in association with histamine at decreasing doses (A) or at 107 M (B). LPS (1pg/mL) was
added together with other stimulants and in all culture conditions. Mo-DCs cultured with LPS alone served as control. Expression
of GILZ was analysed at the end of culture period by western-blot.

(A) Data are representative of two independent experiments. (B) The ratio of GILZ expression (upper blot) over control load
(p38) expression (lower blot) is plotted. Data (mean * sem) are from seven independent experiments. *p<0.05.

(C) LPS-matured Mo-DCs were incubated with IL-10 (100 ng/mL) and treated or not with histamine (107 M). After 18h of
incubation, GILZ expression was determined by immunoblot analysis. Data are representative of two independent experiments.
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Figure 2: Histamine alters the capacity of DCs to polarize CD4" T cells towards a regulatory phenotype

(A-C) m-Mo-DCs (2.5x10%) treated or not overnight with Dex (107 M) alone or in association with histamine (107 M) were
loaded with recall antigen (PPD) 4h and used to stimulate 1.0x10° CFSE-labeled autologous CD4* T lymphocytes. After 7 days,
expression of regulatory markers were analysed on proliferating CFSE™ CD4* T cells (A-B) and IL-10 secretion in culture
supernatants (C).

(A) Fraction of CD25M¢h Foxp3™ T cells and CD25"e" secreting-IL-10 T cells (B) in DC/CD4* co-cultures. Results are expressed
as percentage increase of T cells with regulatory phenotype in co-cutltures realized with treated-m-Mo-DCs compared to those
obtained with control untreated- m-Mo-DCs. (C) IL-10 production in culture supernatants determined by Elisa.

Data (mean * sem) are from five (A-B) or four (C) independent experiments. *p<0.05 using one-tailed-Wilcoxon test.
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Figure 3: Histamine alters the capacity of DCs to generate CD4" T cells with immunosuppressive functions by negatively
regulate GILZ expression

(A) m-Mo-DCs treated overnight with Dex (10”7 M) in association or not with histamine (10”7 M) were pulsed with PPD 4 hours
and used to activate autologous CD4* T cells. Non labeled-CD4* T cells were recovered after 7 days of culture, irradiated and
added at 2.5x10* to CSFE-labeled autologous PBMC (10°) stimulated with PPD (1 pg/mL). Proliferation of CD4 responders
among PBMC was assessed by flow cytometry. Similar results were obtained in three separate experiments. Percentages represent
the fraction of CD4 responders (with low expression of CFSE) among PBMC.

(B) m-Mo-DCs were nucleofected with a control vector (pCTRL) or the GILZ encoding vector (pGILZ). m-Mo-DCs nucleofected
with pGILZ (DCsPCIL2) were treated or not with histamine (10”7 M) overnight. m-Mo-DCs nucleofected with pCTRL (DCsPCTRL)
were incubated in medium and served as control. CD4" T cells primed with transfected and PPD-loaded DCs were purified at the
end of DC/CD4" T cell co-cultres. They were irradiaded and added to CFSE-labeled autologous PBMC stimulated with PPD.
Proliferation of CD4 responders among PBMC was assessed by flow cytometry. Results shown are representive of two
independent experiments. Percentages represent the fraction of CD4 responders (with low expression of CFSE) among PBMC.
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Figure 4. Mediators released by IgE-activated MCs inhibit GILZ expression in DCs and thus their regulatory functions.
(A) Immunoblot analysis of GILZ expression in m-Mo-DCs incubated overnight with Dex (107 M) in combinaison with culture-
supernatants (1:100 dilution) from MCs activated 30 min (s1) and 24 hours (s2) through FceRI. m-Mo-DCs cultured with Dex
alone or without any stimulation served as control. Expression of GILZ was analysed at the end of culture period by western-
blot. The ratio of GILZ expression (upper blot) over control load (p38) expression (lower blot) is plotted. Data (means + sem)
are from five independent experiments. *p<0.05.

(B-D) m-Mo-DCs treated with Dex (107 M) alone or in the presence of MC supernatants (1:100 dilution) were pulsed with recall
antigen (PPD) and co-cultured 7 days with CFSE-labeled autologous CD4* T lymphocytes. (B-C) Expression of CD25, Foxp3
and intracellular IL10 CFSE"¥ proliferating CD4" T cells was determined by flow cytometry at the end of the culture. Results
are expressed as percentage increase of T cells with regulatory phenotype in co-cutltures realized with treated- m-Mo-DCs
compared to those obtained with control untreated- m-Mo-DCs (n=5, mean * sem). (D) IL-10 production in culture supernatants
determined by Elisa.

Data (mean * sem) are from five independent experiments. *p<0.05 using one-tailed-Wilcoxon test.

(E) Immunosuppressive functions of CD4" T cells activated by differentially treated DCs on autologous PBMC proliferative
reponses to PPD. Proliferation of CD4 responders among PBMC was assessed by flow cytometry. Results shown are
representive of tree independent experiments. Percentages represent the fraction of CD4 responders (with low expression of
CFSE) among PBMC.
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Figure 5: Inhibitor of the ERK1/2 pathway abolishes negative regulation of GILZ expression by histamine.

(A) Mo-DCs were incubated for 30 min at 37°C with LY 294002 (20uM), SB 203500 (20uM), PD 98059 (50uM) or appropriate
dilution of DMSO after a short-pre-treatment (1 hour) with LPS (100 ng/ml). Cells were then cultured with Dex (107M) in the
presence or absence of histamine (107M). After an overnight incubation at 37°C, GILZ expression was measured with quantitative
real time RT-PCR. Results are expressed the ratio of GILZ expression in Dex-treated m-Mo-DCs / Dex-thistamine-treated m-Mo-
DCs and represent the mean * sem of 2-3 independent experiments. (B) Mo-DCs were incubated for 30 min at 37°C with PD
98059 (50uM) after a short-pre-treatment (1hour) with LPS (100 ng/ml). Cells were then cultured with Dex (107 M) with or
without histamine (10”7 M) for 1 hours at 37°C. At the end of the culture period, the phosphorylation of ERK!2 (P-ERK!2), Foxo3
on its Serine 294 (P-Fox035¢2%4) and on its Threonine 24 (P-Foxo3™24) was analyzed by western blot. After stripping, the
membrane was reblotted with an anti-ERK'2 and an anti-Foxo3 as loading controls. P-ERK!2, P-Foxo035¢2%* and P-Foxo3T24
expression was quantified by densitometric analysis and normalized respectively to the densitometric value of ERK'2 and Foxo3
(ratio P-ERKY2/ERK!2, ratio P-Foxo35¢2%4/Foxo, ratio P-Foxo™?24 /Foxo3). Results shown are representive of 2 independent

experiments.
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Figure 6: Histamine by activating ERK'"?signaling pathway modulates GILZ promoter activity

Mo-DCs were transiently transfected with 10 pg of p-1940 Firefly luciferase reporter vector or 0,1pg of Renilla luciferase
reporter plasmide (pCMV-Renilla), treated with LPS (100 ng/ml) for 1 hour and then cultured with or without Dex (107 M) or
histamine (107 M) for 18 hours. Relative Luciferase Units (RLU) were normalized as follow : Firefly luciferase units of protein
extracts of treated or untreated cells / Renilla lucifera units of protein extracts of untreated cells. Then fold increase of RLU was
calculated as follow : normalized RLU of treated cells / normalized RLU of untreated cells, with 100% being attributed to control
condition. Data represent the mean + sem of 2 independent experiments, each performed in duplicate.
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Supplmental figurel: Characterization of human mature MCs at the end of culture period.

Mature MCs were obtained by long term culture (8-9 weeks) of cord blood progenitor cells from healthy donors. Phenotype of
mature MCs in term of CD117 (c-kit), CD13, IL-3Ra., FceRI (A, B), chymase and tryptase (C-E) expression was systematically
checked at the end of culture period.

(A, B) Expression of MC markers analyzed by flow cytometry. The open histograms correspond to the staining obtained with the
control isotype mAbs and solid histograms to cells labeled with anti-FceRI, anti-CD117, anti-CD13 and anti-IL-3Ra. mAbs. (B)
Expression of FceRI on mature MCs after 4 days of incubation with human myeloma IgE (2.5 pg/mL) and human recombinant
IL-4 (20 ng/mL).

Chymase (C) and tryptase (D) immunoreactivity of human mature MCs. The negative control performed using MCs was omission
of the primary antibody (D) and substitution of the primary antibody by the same isotype (E).

(A-E) A typical example of data obtained with 5 different batches of MCs is shown.
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Stimulation Histamine TNF IL-10 LTB4
after FceRI (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
induction
Medium (sT) 99+ 29 ND 61+ 17 ND
a IgE 30’ (s1) 1469 £ 330 ND 129+ 32 590
algE 1hr 1695 + 388 ND 469 £ 152 1210
algE 4 hrs 1897 +402 | 2722+984 | 1843+523 1250
algE 24 hrs (s2) 2298 +£407 | 3196 £1150 | 2167 + 503 1670
Control IgG 30° ND 62z 17

ND : not detectable

Supplemental table 1: Release of histamine, LTB4 and cytokines by MCs activated through FceRI.
Mature MCs were first incubated 4 days with human myeloma IgE (2.5 ug/mL) and human recombinant IL-4 (20 ng/mL) to
induce optimal expression of FceRI. After a washing step, cells (10%mL) were stimulated or not with goat mAbs anti-human IgE
(1 ug/mL). Culture supernatants were collected after different period of time. Levels of histamine, TNF, IL-10 and LTB4 were
determined by ELISA. Data (mean * sem) are from 5 different batches of human MCs.
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Supplemental figure 2: Activation of DCs through Fc receptors do not down-regulate GILZ expression.

(a). Expression of Fce and Fey receptors on Mo-DCs analysed by flow cytometry. The open histograms correspond to the staining
obtained with the control isotype mAbs and solid histograms correspond to cells labeled with anti-FceRI, anti-CD23, anti-CD64,
anti-CD32 or anti-CD16 mAb. Results shown are from 1 experiment of 4.

(b). Immunoblot analysis of GILZ expression in human m-Mo-DCs after activation through Fc receptors. Cells were incubated or
not with anti-IgE mAbs (1pg/mL) and Dex (10"M) overnight. LPS (1pg/mL) was added together with other stimulants and in all
culture conditions. Mo-DCs cultured with LPS alone served as control. Expression of GILZ was analysed at the end of culture
period by western-blot.

The ratio of GILZ expression (upper blot) over control load (p38) expression (lower blot) is plotted. Results shown are from 1
experiment of 2.
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Supplemental figure 3: LTB4, another mediators of MCs negatively regulating GILZ expression in m-Mo-DCs

Immunoblot analysis of GILZ expression in human m-Mo-DCs. Mo-DCs were treated overnight with Dex (10”7 M) in the presence
or absence of LTB4 (100 ng/mL). LPS (1pg/mL) was added together with other stimulants and in all culture conditions. Mo-DCs
cultured with LPS alone served as control. Expression of GILZ was analysed at the end of culture period by western-blot. The
ratio of GILZ expression (upper blot) over control load (p38) expression (lower blot) is plotted. Data (mean * sem) are from four
independent experiments. *p<0.05
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Partie 3: Induction de la tolérance immunitaire par des cellules
dendritiques surexprimant GILZ (Glucocorticoid-induced leucine
zipper) dans un modéle murin d’asthme allergique
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Avant-propos

La prévalence et la sévérité de I’asthme allergique ont augmenté d’une fagon alarmante durant
les derniéres décennies. Les caractéristiques pathophysiologiques de 1’asthme allergique telles
que I’hyper-éosinophilie pulmonaire, I’hyperréactivité bronchique a une variété de stimuli
non spécifiques, la production excessive de mucus et [’augmentation des taux sériques des
IgE, ont été lies a des réponses lymphocytaires CD4" de type Th2 vis-a-vis des antigénes
communément inhalés.

Ces LTh2 spécifiques de I’antigene exercent leurs fonctions effectrices critiques en produisant
un répertoire de cytokines dont les plus importantes sont 1I’'IL-4, I'IL-5 et I'IL-13. Les
maladies allergiques sont également caractérisées par un défaut dans le nombre et dans la
fonction suppressive des lymphocytes T régulateurs (LTregs). Les données actuelles dans la
littérature ont suggéré que les LTregs CD4'CD25" et les LTregs producteurs d’IL-10 sont
capables de supprimer les réponses Th2 spécifiques des allergenes. Les traitements actuels
disponibles de 1’asthme sont principalement basés sur des interventions pharmacologiques tels
que les glucocorticoides (les GCs) ou les 2-agonistes. Bien que ces traitements soient
hautement efficaces dans le contrdle de la maladie chez la plupart des individus, ces derniers
présentent des effets secondaires non négligeables a long terme. De plus, une grande partie
des patients ne controle pas de fagon optimale leur maladie avec ces drogues. De nouvelles
stratégies inductrices de tolérance dans les maladies allergiques doivent donc étre
développées.

Les cellules dendritiques (CDs), en tant que cellules présentatrices de I’antigéne dictent au
systeme immunitaire s’il doit répondre ou non a un antigéne. Elles jouent un role majeur dans
les réponses immunitaires en déterminant leur orientation vers une voie immunogene

(activation de lymphocytes T effecteurs, LTeffs) dans le cas des antigénes aggressifs ou une
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voie tolérogene (activation de lymphocytes T régulateurs, LTregs) dans le cas des antigénes
inoffensifs tels que les autoantigénes et les allergénes. Une dérégulation de cette fine balance
peut conduire a des déficits immunitaires (persistance des infections, tolérance vis-a-vis des
antigénes) ou a I’inverse a des réponses inappropriées exacerbées (maladies allergiques, auto-
immunes et inflammatoires chroniques).

La modification génétique des CDs avec des geénes codant pour des molécules
immunorégulatrices est une stratégie attrayante pour la génération artificielle de CDs
tolérantes. Cette approche pourrait étre utilisée pour développer de nouvelles thérapies
cellulaires dans le rejet des greffes, les maladies auto-immunes et les maladies allergiques.
Cette approche a fait ses preuves dans des modeles murins mais semble moins accessible chez
I’homme. La stratégie que nous avons choisi de tester consiste & controler les propriétés
tolérantes des CDs en modulant leur expression de la protéine GILZ (Glucocorticoid-induced
leucine zipper). L’expression de GILZ est augmentée par des facteurs exogénes comme les
GCs, I’IL-10 et le TGF-B.

Pour rappel: une CD exprimant GILZ acquiert un phénotype tolérogene qui se traduit par une
diminution de D’expression de molécules de CMH II, CD80, CD86, CD40 et une
augmentation des molécules de tolérance tels que B7H1 et IL-T3. Une CD qui exprime GILZ
durant I’apprétement de Iantigéne génére des LTregs CD4'CD25""FOXP3'IL-10"
spécifiques de I’antigéne, capables d’inhiber la réponse des lymphocytes TCD4" et TCD8" en
réponse a cet antigéne. Nous pensons qu’en absence d’infection les CDs tissulaires expriment
des taux élevés de GILZ sous I'influence de différents facteurs comme le TGF-f dans le tube
digestif et ’[L-10 dans les poumons. Par ce biais, le systéme immunitaire maintient un état de
tolérance vis-a-vis des antigénes inhalés dans le cas des poumons et de la flore commensale
dans le cas du tube digestif. La détection de signaux de danger au cours d’une infection

s’accompagne d’une diminution de 1’expression de GILZ dans les CDs. La réponse
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immunitaire s’oriente ainsi vers la voie immunogene, efficace dans la lutte contre les
pathogenes virulents. Au cours des réactions allergiques, nous pensons que 1’allergéne est
percu dans un contexte inflammatoire comme un antigéne virulent entrainant une diminution
de I’expression de GILZ dans les CDs et par conséquent une rupture de tolérance. Les CDs
présentent alors I’allergéne selon un mode immunogene et activent des LTeffs spécifiques de
I’allergéne. Cette étude a consisté a démontrer qu’il est possible de forcer in vivo les CDs a
reconnaitre 1’allergéne comme une substance inoffensive en modulant I’expression de GILZ
et de restaurer ainsi in vivo un état de tolérance immunitaire. Pour vérifier la validité de ce
concept, nous avons généré des souris transgéniques qui sur-expriment GILZ exclusivement
dans leur CDs: souris CD11c-GILZ.

Dans un premier temps, nous avons caractérisé, dans différents organes et dans un contexte
physiologique non inflammatoire, le phénotype et les fonctions des CDs et des différentes
sous-populations lymphocytaires issues de ces souris transgéniques CD11¢c-GILZ.

Dans un second temps, nous avons évalué les réponses immunitaires de ces souris CD11c-
GILZ dans un contexte pathologique : un mod¢le d’asthme allergique expérimental. Selon
notre hypothése ces souris transgéniques CD11c-GILZ devront étre protégées contre le

développement de 1’asthme allergique.
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Dans cette 3°™ partie, le matériel et les méthodes utilisés ont été détaillés dans ’annexe 1.

1. Validation du modéle des souris transgéniques CD11c-GILZ

Afin d’appréhender le role de 1’expression de GILZ in vivo par les CDs dans I’induction de la
tolérance immunitaire, nous avons généré des souris génétiques qui sur-expriment GILZ dans
leurs CDs. Les séquences codantes pour le géne GILZ murin ont été placées en aval du
promoteur CD11c qui est couramment utilis¢ dans la génération de souris génétiquement
modifiées afin de cibler I’expression d’un transgéne exclusivement dans les CDs. Les souris
transgéniques CD11c-GILZ ont été obtenues sur un fond génétique C57BL/6J et également
sur un fond génétique Balb/c. Les souris transgéniques CD11¢c-GILZ C57BL/6J et CDI11c-
GILZ Balb/c sont viables, fertiles, et présentent une croissance normale. Elles ne présentent
pas de signes de déficit immunitaire ni de développement de pathologies détectables pendant
les premiers mois de vie.

En utilisant la technologie Speedy Mouse (Nucleis, Lyon, France), une seule copie du
transgéne CD11c-GILZ par génome diploide a ¢€té insérée dans le locus hprt sur le
chromosome X (insertion ciblée). Comme le transgeéne est présent dans le chromosome X,
seuls les males ont été utilisés dans nos expériences.

Pour wvalider le modele de souris transgéniques CD11c-GILZ, nous avons comparé
I’expression de GILZ entre les males transgéniques CD11c-GILZ (désignés dans ce rapport
par TG+) et les males controles de la méme portée n’ayant pas hérité¢ du transgene CD11c-
GILZ (désigné dans ce rapport par TG-).

Comme attendu, nous avons confirmé par western blot et RT-PCR en temps réel que les CDs
fraichement isolées de la rate des souris CD11c-GILZ TG+ expriment des taux plus élevés de
GILZ comparées aux souris contréles TG- (figure 36A et 36B). De méme, les CDs dérivées

de cellules souches de la moelle osseuse (BM-DC) issues des souris CD11c- GILZ TG+
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expriment plus de GILZ par rapport aux BM-DCs issues des souris contrdles TG- (figure
36C).

Le traitement par la dexaméthasome (DEX) des BM-DCs des souris controles induit
un niveau d’expression de GILZ équivalent a celui observé dans les BM-DCs des souris
transgéniques GILZ non traitées. Ce résultat confirme que le transgéne induit un niveau
d’expression de GILZ maximal et comparable a celui induit par la DEX, un puissant
inducteur de GILZ (figure 36C).

Il a ét¢ démontré qu’une stimulation par un antigéne entraine une diminution de
I’expression du CD11c et donc potentiellement une diminution de 1I’expression du transgéne.
Apres stimulation avec de ’OVA (100pg/ml) pendant 18h, nous avons observé une
diminution de I’expression de GILZ dans les BM-DCs de souris TG+ et TG-. Toutefois, le
taux d’expression de GILZ reste significativement plus élevé dans ces conditions chez les
souris transgéniques CD11¢c-GILZ TG+ par rapport aux souris contrdles TG- (figure 36D).

CDl1c est une intégrine constitutivement exprimée par les CDs, mais aussi a un faible
niveau par les LB, les LT CD8" activés, les macrophages alvéolaires, les cellules NK, en
particulier les cellules NK du foie ou environ 8% des NK sont CD11c¢" (figure 36F). Nous
avons évalué I’expression de GILZ dans les NK totaux du foie des souris CD11¢c-GILZ TG".
Elles semblent exprimer plus de GILZ par rapport aux souris controles TG-, bien que la
différence ne soit pas significative (figure 36E). Nous prévoyons d’évaluer 1’expression de
GILZ plus finement dans la sous-population NK'CD11c¢" hépatique.

La surexpression de GILZ est bien restreinte aux cellules CDIlc’, puisque que nous
n’observons pas de surexpression dans les autres populations leucocytaires tels que les LT
CD4" et les LT CD8" isolés de ganglions lymphatiques et de la rate (figure 36G et 36H).
L’ensemble de ces résultats valide dans le modele de souris transgéniques CD11c-GILZ une

augmentation de I’expression de GILZ dans les cellules dendritiques CD11c".
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Figure 36. Caractérisation des souris transgéniques CD11c-GILZ. A) Détection de la protéine GILZ par
Western Blot dans les CDs isolées de la rate. Le contréle positif est une lignée de mastocytes, HMC-1, traitée

par la dexamethasone.

B) Expression de GILZ évaluée par RT-PCR en temps réel dans les CDs isolées de la rate.

C et D) Expression de GILZ (RT-PCR en temps réel) dans les BM-DCs, stimulées 24h par de la dexamethasone a
107M, ou 18h avec de I’'OVA 100ug/ml, ou cultivées en milieu seul.
E) Expression de GILZ (RT-PCR en temps réel) dans les cellules NK totales du foie et de la rate. F) proportion
de expression de CD11c par les cellules NK évaluée par cytométrie en flux.
G et H) Expression de GILZ (RT-PCR en temps réel) dans les LT CD4" et LT CDS8" isolées de la rate, des
ganglions drainant la peau et des ganglions mésentériques. 3-4 souris par groupe, moyenne + sem.
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2. Caractérisation du systéme immunitaire des souris transgéniques CD11c-
GILZ.

Les proportions des sous-populations de CDs (CDs myéloides : mDC, et CDs
plasmacytoides : pDCs), des LB, des LT CD4" et des LT CD8" ont été analysées dans
différents organes lymphoides : rate, ganglions de la peau, ganglions mésentériques et
thymus. Nous avons également évalué¢ I’expression des marqueurs de co-stimulation et de la
molécule du complexe majeur d’histocompatibilité 11 (CMH II) sur les CDs et 1’expression
des marqueurs d’activation et de tolérance sur les lymphocytes T.

Les souris transgéniques CD11c-GILZ TG+ ne présentent pas d’altérations des
compartiments myéloides et lymphocytaires dans les organes étudiés (tableau 6A). Les
proportions de CDs, de LB, de LT CD4" et de LT CD8" sont semblables dans la rate et les
ganglions entre les souris transgéniques CD11c-GILZ TG' et les souris contrdles TG-.
Aucune différence n’a été observée entre les proportions de lymphocytes LT CD4" et de LT
CD8" thymiques entre les 2 groupes de souris (tableau 6B).

A D’état basal, les CDs spléniques et les BM-DCs des souris transgéniques CD11c-
GILZ TG+ et des controles TG-, expriment des taux équivalents de molécules CMH I, des
molécules de co-stimulation (CD86, CD40, CD80) et du marqueur de tolérance B7H1 (figure
37A et 37B).

Les LT CD4" et les LT CD8 des souris CD11¢c-GILZ TG+ et leurs contrles TG- expriment
les marqueurs d’activation et de tolérance a des niveaux équivalents (tableau 7A et 7B). Nous
n’avons pas observé d’expansion de lymphocytes T régulateurs CD4 CD25 Foxp3" chez les

souris transgéniques GILZ TG+ par rapport aux souris contrdles TG- (figure 38).
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A
Rate Ganglions drainant Ganglions mésentériques
la peau
TG+ TG- TG+ TG- TG+ TG-
mDCs 1,48+0,26 1,43%0,08 ND ND ND ND
pDCs 0,37+0,25 0,37+0,16 ND ND ND ND
LB 52,88+6,1 50,7+29 29,45+25 31,05+3,5 24,67+8,9 27,73+3,2
LT CD4+ 34+2,7 36,33+6,7 44,57+4,2 48,53+8,4 48,57+7,9 46,5+3,4
LT CD8+ 14+3,0 14,3839 23,42+11,8 23,69+13,6 20,4649,7 24,43+10,8
B
Thymus
TG+ TG-
CD4 SP 65,15£2,3 66,0
CD8 SP 14,25 +0,4 15,2 +3,1
DP 15,20£0,1 13,9+3,2
DN 5,38+1,6 4,910,2

Tableau 6. A) Proportions des sous-populations de CDs, de LB et de LT dans les organes lymphoides des souris
CD11c-GILZ TG+ et des souris contréles TG-. B) Proportions des LT CD4" simple positif (SP), des LT CDS"
SP et des thymocytes CD4 ' CD8" double positive (DP) et double négative (DN) dans le thymus des souris
CD11c-GILZ TG+ et des souris controles TG-. Les résultats sont exprimés en % de cellules, 3-4 souris/groupe,
moyenne + sem, ND : non déterminé
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TG+
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Evénements

Figure 37. Phénotype des CDs spléniques (A) et BM-DCs (B) des souris CD11c-GILZ TG+ et des souris
controles TG- en absence de stimulation. Les résultats sont exprimés en % de cellules positives parmi les cellules
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CDI1Ic" et en intensité de fluorescence (MFI), figures représentatives de 3-4 souris/groupe.
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A Rate Ganglions drainant Ganglions mésentériques
la peau
LT CD4+ TG+ TG- TG+ TG- TG+ TG-
CD4oL 1,04+0,7 0,83+0,75 0,76+0,76 1,64+1,3 0,74%0,7 1,47%+1,8
CD69 4,48+1,0 3,86+0,8 5,14+0,7 5,33+0,4 9,62+1,4 9,58+0,7
CD122 2,0+1,5 22414 1,43+0,7 1,39+3,2 1,69%1,3 1,61+1,3
PD1 1,79+0,7 1,69+09 141+06 1,7+0,2 1,67+0,1 1,76x0,3
CD103 1,39+0,9 1,4+0,7 1,87+0,6 1,98+0,6 2,26£0,8 2,5610,5
GITR 9,42+0,4 8,24+0,2 8,56+1,3 8,57+1,6 9,32+1,1 8,97+1,5
LAG3 0,26+0,1 0,32+0,3 0,45+0,6 0,61+0,8 0,82+0,3 0,7+0,2
ICOS 2,30£2,0 2,15+2,0 2,81+1,6 3,13%1,9 4,35+2,9 4,26+2,3
B . . . ] o
Rate Ganglions drainant Ganglions mésentériques
la peau
LT CD8+ TG+ TG- TG+ TG- TG+ TG-
CD4oL 1,43£0,6 1,2840,1 1,39+1,2 221+1,9 0,67£0,7 0,8410,7
CD69 1,26£0,6 1,19+0,4 1,81+04 231+0,2 2,06£0,9 2,2610,9
CD122 1,20£1,4 1,42+1,6 2,78£3,5 2,97+3,8 2,15£1,5 2,801£2,5
PD1 0,65+0,8 0,61+04 091+0,9 1,11+0,6 0,51+0,2 0,904
CD103 15,85+0,7 17,15+0,2 19,9717,4 25,47+2,8 22,57+2,4 24,6+2,8
LAG3 0,4+0,3 0,38+0,2 045+0,6 0,53+0,6 0,41+0,1 0,46%0,1

Tableau 7. Expression des marqueurs d’activation et de tolérance sur les LT CD4" (A), et les LT CDS" (B) de
la rate, et des ganglions lymphatiques. Les résultats sont exprimés en % de cellules parmi la région
lymphocytaire, 3-4 souris/groupe, moyenne * sem.

Rate Ganglions drainant Ganglions
la peau mésentériques

11,2% 12,.2% _

TG+

®
. .
— R

CD25

Figure 38. Evaluation du pourcentage de lymphocytes T régulateurs CD4 CD25 Fopx3" dans la rate et les
ganglions des souris CD11c-GILZ TG+ et des souris contrdles TG-. Les résultats sont exprimés en % de
cellules parmi les LT CD4", Figures représentatives de 3-4 souris/groupe,
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3. Maturation des BM-DCs des souris CD11c-GILZ.

Afin de vérifier que les BM-DCs des souris CD11c-GILZ TG+ ne présentent aucun
défaut de maturation par rapport aux BM-DCs des souris controles TG-, nous avons évalué le
niveau d’expression des molécules de co-stimulation (CD40, CD80, CD86), du CMH I et
leur profil de production de cytokines (IL-10, IL-12), apres stimulation des cellules par de
I’OVA (100pg/ml) ou par des doses croissantes de LPS (10,100 et 1000 ng/ml) pendant 26h
(figure 39).

Aucune différence de maturation des BM-DCs provenant des deux groupes de souris n’a été
observée, en terme d’expression des marqueurs de co-stimulation ou de sécrétion d’IL-10 et
d’IL-12. Nous avons obtenu les mémes résultats avec d’autres cinétiques de stimulations 5h,

18h et 36h (résultats non montrés).
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Figure 39. Maturation des BM-DCs aprés une stimulation de 26h avec 100ug/ml d’OVA ou des doses
croissantes de LPS (10, 100 et 1000 ng/ml). Les cellules incubées dans du milieu seul ont servi de controle. A)
Expression des molécules de co-stimulation et de CMH II. Les résultats sont exprimés en % de cellules positives
et en intensité de fluorescence (MFI). B) Production d’IL-10 et d’IL-12 en pg/ml, dans les surnageants de
culture. 3-4 souris/groupe, moyenne + sem.
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4. Fonction de capture et d’apprétement de I’antigéne des CDs spléniques et

des BM-DC:s de souris CD11c¢-GILZ.

Afin de déterminer si I’expression forcée de GILZ dans les CDs et les BM-DCs des
souris CD11c-GILZ modifie leur capacité de capture et d’apprétement des antigenes, les CD
spléniques et les BM-DCs des souris CD11¢c-GILZ TG+ et des souris controles TG- ont été
incubées en présence de 50ug/ml d’OVA-Alexa Fluor 488 (test de phagocytose) ou d’OVA-
DQ (test de processing). L’incubation a duré 1h 30.

Les CDs spléniques et les BM-DCs des souris CD11¢c-GILZ TG+ captent 1’antigéne
et le présentent de la méme fagon que les CDs spléniques et les BM-DCs des souris contrdles
TG- (figure 40). Nous avons obtenu le méme résultat pour une cinétique d’incubation plus
courte (30 min) et avec 2 doses d’OVA-Alexa Fluor 488 et d’OVA-DQ (10pg/ml et 50pug/ml)

(résultats non montrés).

Capture Apprétement
CDs BM-DCs CDs BM-DCs

5000 1 1000 p=07 2000 1 400 1 p=02
m
é 4000 4 800 g 1500 4 300

3000 <
g . 3 1000 1 200
O 2000 =
i . £ oo
= 1000 A 200 100

0 0 o J o
4°C 37°C 4°C 37°C 4°C 37°C 4°C 37°C 4°C 37°C 4°C 37°C 4°C 37°C 4°C 37°C
TG- TG+ TG- TG+ T1G- TG+ TG- TG+

Figure 40. Capture et apprétement antigénique par les CDs spléniques et les BM-DCs des souris CD1Ic-
GILZ TG+ et des souris controles TG-. Les CDs spléniques et les BM-DCs ont été incubées en présence d’ OVA
Alexa Fluor 488 ou d’OVA-DQ a 50ug/ml, pendant 1h30. Les résultats sont exprimés en intensité de
fluorescence (MFI), 4 souris /groupe, moyene £ sem. Le test non paramétrique Mann-whitney a été utilisé pour
analyser les résultats. Un *P < 0,05 a été considéré comme significatif.
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5. Protection des souris CD11c-GILZ TG+ contre le développement d’un
asthme allergique expérimental.

Nous avons ensuite évalué si 1’expression forcée de GILZ dans les cellules CD11c" pouvait
influencer le développement d’un asthme allergique expérimental. Les souris C57BL/6j
CD11c-GILZ TG+ et les souris controles TG- ont été sensibilisées a 'OV A par une injection
intra-péritonéale de 50 pg/ml d’OVA adsorbé a 2mg d’hydroxyde d’aluminium a JO et a J7.
Les souris ont été ensuite exposées a des instillations intranasales de 10 pg/ml d’OVA a J17,
J18, J19, J20. Les souris non sensibilisées ont recu des injections intra-péritonéales de PBS
adsorbé a 2mg d’hydroxyde d’aluminium a JO et a J7 suivi par des instillations intranasales de
PBS a J17, J18, J19, J20. 24 heures apres la derniere instillation intranasale, I’hyperréactivité
bronchique des souris est mesurée. Ensuite, les souris sont sacrifiées a J21 pour évaluer les
différentes composantes de 1’asthme (figure 41). Les souris CD11c-GILZ TG+ et les souris
controles TG- sensibilisées a ’OVA seront désignées respectivement par TG+ OVA et TG-
OVA tandis que les souris CD11¢c-GILZ TG+ et les souris contrdles TG- sensibilisées avec du

PBS seront désignées respectivement par TG+ PBS et TG- PBS.

7 418 19 J20

i.p.de 50ug d'OVA  i.p.de 50ug d'OVA i.n.de 10pg d'OVA Hyperréactivité  Sacrifice: - Sang (dosage IgE spécifique de I'OVA)
+2mg AL(OH), +2mg AL(OH), bronchigue - LBA (inflammation)

- Poumons (inflammation)

- Ganglions médiastinaux (test prolifératif)

Figure 41. Protocole d’asthme classique. i.p.: injection intra-péritonéale; i.n.: instillations intranasales;
AL(OH); : hydroxyde d’aluminium; LBA: lavage broncho-alvéolaire.

En vue de ’association des maladies allergiques avec la présence détectable des taux d’IgE,
nous avons mesuré les taux sériques d’IgE spécifiques de I’OVA par Elisa. La sensibilisation

active par des injections intra-péritonéales d’OVA en présence d’adjuvant induit une
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production d’IgE spécifiques de ’OVA chez les souris CD11c-GILZ TG+ et les souris
contrdles TG- sensibilisées a 'OV A en comparaison avec les souris CD11c-GILZ TG+ et les
souris controles TG- sensibilisées par du PBS (figure 42A). Ces résultats montrent clairement
que les souris CD11c-GILZ et les souris controles ont été efficacement immunisées vis-a-vis
de ’OVA.

Nous avons ensuite étudié 1’inflammation broncho-alvéolaire de ces souris en mesurant le
nombre total de cellules présentes dans le lavage broncho-alvéolaire (LBA) de ces souris. Une
augmentation significative du nombre total de cellules a été observée dans le LBA des souris
TG-OVA en comparaison avec les souris TG-PBS. En revanche, aucune augmentation
significative n’a été détectée chez les souris CD11c-GILZ sensibilisées a ’OVA (TG+OVA)
en comparaison avec les souris CD11c-GILZ sensibilisées au PBS (TG+PBS) (figure 42B).
L’analyse par cytométrie en flux des différentes populations cellulaires présentes dans le LBA
a montré une augmentation significative du nombre absolu des lymphocytes T, des
macrophages, des ¢éosinophiles et des neutrophiles dans le LBA des souris TG-OVA en
comparaison avec les souris TG-PBS. En revanche, aucune augmentation significative de ces
populations cellulaires n’a été observée dans le LBA des souris TG+OVA en comparaison
avec les souris TG+PBS (figure 42C). Ces données nous ont permis de conclure que les souris
CDI11c-GILZ TG+ n’ont pas développé d’inflammation ni d’hyper-éosinophilie broncho-
alvéolaire, une des caractéristiques de ce modele expérimental d’asthme allergique.
L’hyperractivité bronchique a des stimuli non spécifiques comme la méthacholine est un des
symptomes caractéristique de I’asthme. Nous avons observé une augmentation de
I’hyperréactivité bronchique chez les souris TG-OVA en comparaison avec les souris TG-
PBS. Cette augmentation est statistiquement significative dés les doses faibles de
méthacholine (figure 42D). Les souris TG+OVA n’ont pas développé de I’hyperréactivité

bronchique en réponse a toutes les concentrations de méthacholine testées (figure 42E).
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Toutefois, il est a noter que les souris TG+ PBS présentent une hyperréactivité bronchique
plus ¢élevée que les souirs TG+OVA a des concentrations fortes de méthacholine telles que
0,2M et 0,3M (figure 42E). Ces différences ne sont pas statistiquement significatives.

Les infiltrats de cellules inflammatoires périvasculaires et péribronchiques, le dépot de
collagéne et Ila production de mucus ont ¢été évalué par les colorations a
I’hématoxyline/€osine, la coloration par le Trichrome de Masson et la coloration a I’acide
périodique de Schiff respectivement. Ces 3 parameétres ont significativement augmenté chez
les souris TG-OVA en comparaison avec les souris TG+OVA (figure 43).

Nous avons également évalu¢ la prolifération des cellules isolées des ganglions médiastinaux
in vitro en réponse a 500pug/ml d’OVA par un test d’incorporation a la thymidine tritiée. Nous
avons détecté une réponse proliférative significative des cellules issues des ganglions
médiastinaux des souris TG-OVA alors que les cellules des ganglions médiastinaux des souris
TG+OVA n’ont pas proliféré en réponse a la restimulation avec I’OVA. Ce résultat est tres
préliminaire (n= 2 souris dans le groupe des souris TG+PBS) (figure 44). En prenant en
considération toutes ces données, nous avons conclu que les souris CD11c-GILZ TG+

semblent protégées contre I’asthme allergique expérimental.
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Figure 42. Protection des souris transgéniques C57BL/6J CD11c-GILZ TG+ contre I’asthme allergique. A)
Les taux d’IgE spécifiques d’OVA ont été mesurés dans les sérums des souris par ELISA. Les taux d’IgE
spécifique d’OVA sont exprimés en unités arbitraires (UA). B) Nombre totale de cellules dans le LBA. C)
Compte différentiel des cellules du LBA déterminé par cytométrie en flux. Ces résultats sont représentatifs de 6
souris au moins/groupe. D et E) Hyperréactivité bronchique évaluée par pléthysmographie en réponse a des
doses croissantes de méthacholine inhalée. Les résultats sont exprimés en % de l'indice Penh par rapport a la
valeur basale. Ce résultat est représentatif de 9 a 15 souris/groupe, moyenne £ sem. Le test non paramétrique
Mann-whitney a été utilisé pour analyser les résultats. Un *p <0,05 ou un **p < 0,01 a été considéré comme

significatif.
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Figure 43. Des coupes histologiques de poumons de souris transgéeniques CD11c-GILZ TG+ et des souris
controles TG- sensibilisées a I’OVA ont été marquées soit avec I’hématoxyline-éosine, soit avec [’acide
periodique de Schiff, soit avec le Trichrome de Masson. Ces marquages sont représentatifs de 6 souris/groupe,
moyennexsem.
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Figure 44. Prolifération des cellules isolées de ganglions médiastinaux évaluée par un test d’incorporation a
la thymidine tritie apres restimulation pendant 3 jours avec 500ug/ml d’OVA soit le ratio CCPM dans les
cutures avec OVA/CCPM contréles dans les cultures milieu. Les résultats sont représentatifs de 2 a 6
souris/groupe, moyenne * sem.

202



Résultats

Nous nous sommes demandé¢ ensuite si la protection des souris transgéniques était dépendante
de leur fond génétique. Pour répondre a cette question nous avons utilisé des souris
transgéniques CD11c-GILZ sur fond Balb/c et nous avons reproduit les principales
expériences. Nous avons mesuré les IgE spécifiques de ’OVA dans le sérum de ces souris
aprés la derniére instillation intra-nasale d’OVA. Nous avons observé une augmentation
significative des IgE spécifiques de ’OVA chez les souris Balb/c controles TG-OVA en
comparaison avec les souris controles TG-PBS et chez les souris Balb/c TG+OVA comparées
aux souris Balb/c TG+PBS (figure 45A). Ce résultat nous a permis de conclure que les souris
transgéniques CD11c-GILZ sur un fond Balb/c étaient efficacement immunisées vis-a-vis de
I’OVA.

Nous avons ensuite évalué I’hyperréactivité bronchique des souris Balb/c transgéniques et
contrdles. Les souris controles TG-OVA ont développé une hyperréactivité bronchique
significativement augmentée par rapport aux souris contréles TG-PBS. Ces différences sont
statistiquement significatives des les faibles doses de méthacholine (0,05M et 0,1M) (figure
45B). En revanche, les souris Balb/c CDI11c-GILZ TG+OVA n’ont présenté aucune
augmentation significative de 1’hyperréactivité bronchique en comparaison avec les souris
TG+PBS (figure 45C).

Nous avons ensuite étudié¢ la prolifération des ganglions médiastinaux en réponse a une
restimulation a ’OVA (500pg/ml) en présence de la thymidine tritiée. Une prolifération
significative des cellules issues des ganglions médiastinaux en réponse a I’OVA a été détectée
chez les souris controles TG-OVA en comparaison avec les souris contrdles TG-PBS. En
revanche, aucune prolifération significative de ces cellules n’a été détectée chez les souris
Balb/c transgéniques TG+OVA comparées aux cellules isolées des ganglions médiastinaux

des souris TG+PBS (figure 45D).
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Figure 45. Protection des souris transgéniques Balb/c CD11¢c-GILZ contre ’asthme allergique. 4) Les taux
d’IgE spécifiques d’OVA ont été mesurés dans les sérums des souris par ELISA. Les taux d’IgE spécifique
d’OVA sont exprimés en unités arbitraires (UA). B) Hyperréactivité bronchique évaluée par pléthysmographie
en réponse a des doses croissantes de méthacholine inhalée. Les résultats sont exprimés en % de [’indice Penh
par rapport a la valeur basale Ce résultat est représentatif de 6 a 12 souris/groupe. C) Prolifération des
ganglions médiastinaux évaluée en présence de la thymidine tritiée apres restimulation pendant 3 jours avec
500ug/ml d’OVA. Les résultats sont exprimés en index de prolifération soit le ratio CCPM dans les cutures avec
OVA/CCPM contréles dans les cultures milieu Les résultats sont représentatifs de 6 souris/groupe, moyenne +
sem. Le test paramétrique Mann-whitney a été utilisé pour analyser les résultats. Un **p<0,01 ou un ***p<
0,001 a éte consideére significatif.
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Nous avons démontré ensuite que I’absence d’asthme allergique chez les souris transgéniques
CD11c-GILZ TG+ apres la sensibilisation a ’OV A est bien due a une surexpression de GILZ
dans les CDs de ces souris. Pour ce faire, nous avons utilisé le modeéle de sensibilisation des
souris par 1’injection-intra-trachéale de CDs. Des CDs dérivées de la moelle osseuse des
souris transgéniques TG+ (BM-DC®VATG+) ou des souris controles TG- (BM-DC°VATG-)
chargées a ’OVA ont été injectées a des souris sauvages C57BL/6J par voie intra-trachéale a
JO. Cette injection est suivie a partir de J11 de cinq instillations intranasales d’OVA (10ug).
24h apres la derniére instillation intranasale d’OV A, I’inflammation broncho-alvéolaire a été
évaluée (figure 46A).

La sensibilisation des souris sauvages C57BL/6J par I’administration intra-trachéale de BM-
DC®VATG+ ou de BM-DC®YATG- a induit 4 une augmentation significative des taux d’IgE
sériques spécifiques de ’OVA (figure 46B)

L’administration de BM-DC®VATG- a été associé 4 une augmentation du nombre total de
cellules dans le LBA chez les souris sauvages C57BL/6] receveuses en comparaison avec les
souris qui ont re¢u une injection intratrachéale de BM-DC™'TG- (non chargées a ’OVA). En
revanche, aucune différence significative n’a été observée entre les souris qui ont regu une
injection intra-trachéale de BM-DC®YATG+ et les souris qui ont re¢u une injection intra-

trachéale de BM-DC™' TG+ (figure 46C).
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Figure 46. Administration intra-trachéale de BM-DC°Y*TG" ou de BM-DC®Y*TG  a des souris sauvages
CS7BL/6J. A) Protocole d’induction d’asthme allergique par injection intratrachéale de BM-DCs. B) Les taux
d’IgE spécifiques d’OVA ont éte mesurés dans les séerums des souris par ELISA. Les taux d’IgE spécifique
d’OVA sont exprimés en unités arbitraires (UA). C) Nombre totale des cellules du liquide du LBA. Les résultats
sont représentatifs de 6 souris/groupe, moyenne + sem. Le test Mann-whitney a été utilisé pour analyser les
résultats. Un ** p <0,01 ou un ***p <0,001 est considéré significatif.

mil : milieu ; LBA : lavage broncho-alvéolaire.
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Discussions et perspectives

Depuis quelques années, un grand intérét a été accordé aux LTregs (produisant des cytokines
anti-inflammatoires comme I’IL-10 ou le TGF-B) qui jouent un réle central dans 1’induction
de la tolérance dans I’allergie. Plusieurs études ont tent¢ de comprendre les mécanismes
impliqués dans la génération des LTregs par les CDs afin de réorienter les CDs des patients
allergiques vers un profil tolérant inducteur de LTregs.

Un des mécanismes récemment mis en évidence dans la génération des LTregs par les CDs
met en jeu les effets immunorégulateurs de la protéine GILZ dans les CDs. Les CDs
exprimant GILZ durant ’apprétement de I’antigéne générent des LTregs CD25""FOXP3 IL-
10" spécifiques de I’antigéne. Nous avons exploité cette observation pour démontrer que les
CDs exprimant GILZ sont capables de prévenir les manifestations allergiques respiratoires
dans un modele murin d’asthme allergique en générant des LTregs suppresseurs. Pour valider
ce concept, nous avons généré des souris transgéniques qui surexpriment GILZ
constittutivement dans les CDs (souris CD11¢-GILZ).

Dans des conditions non inflammatoires et non infectieuses, les souris CD11c-GILZ jeunes,
ne présentent aucune caractéristique particuliére par rapport aux souris contrdles littermate.
Les compartimaux myé¢loides et lymphoides sont normaux. Nous n’avons pas observé
d’expansion de lymphocytes T régulateurs CD4"CD25 Foxp3". Les CDs et les BM-DCs des
souris transgéniques CD11c-GILZ, ne présentent pas de défaut de fonctions (capture et
apprétement). Ces résultats ne sont pas surprenants. Nous pensons que l’effet d’une sur-
expression de GILZ dans les CDs sur les réponses immunitaires des souris ne sera observable
que lors de stimulations antigéniques répétées. A ce jour, nous avons démontré que la
surexpression de GILZ permet aux CDs de générer des LTregs aprés présentation aux LT
d’un antigéne de rappel (la PPD) donc dans le contexte d’une réponse immune mémoire.

GILZ semble donc impliqué dans I’induction de LTregs induits. Or, des études
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expérimentales ont démontré que I’induction de LTregs induits est obtenue aprés une
stimulation antigénique chronique. Il nous parait donc cohérant qu’en dehors de toute
stimulation antigénique, nos souris transgéniques qui sur-expriment GILZ constitutivement
dans les CDs n’expriment pas de phénotype particulier ni d’expansion de cellules avec une
activité régulatrice.

Des études morphologiques et immuno-histochimiques des organes lymphoides sont prévues
afin de vérifier si I’architecture de ces organes est normale ou non chez les souris CD11c-
GILZ.

Les souris ont été sensibilisées a ’OVA selon le modéle d’asthme classique. Les souris
transgéniques CD11c-GILZ et les souris contrdles non transgéniques ont été efficacement
immunisées vis-a-vis de ’OVA puisque nous avons détecté des taux similaires d’IgE
spécifiques de I’OVA dans leurs sérums. Les souris transgéniques TG- sensibilisées a ’OVA
ont développé une inflammation broncho-alvéolaire et pulmonaire. Nous avons détecté une
augmentation significative du nombre total des cellules dans le LBA avec un infiltrat
inflammatoire enrichi en LT, macrophages, éosinophiles et neutrophiles en comparaison avec
les souris controles TG- sensibilisées au PBS.

Les souris transgéniques CDI11c-GILZ sur un fond génétique Balb/c et C57BL/6J TG+
malgré une réponse systémique développé vis-a-vis de 'OVA n’ont pas développé
d’inflammation broncho-alvéolaire ni pulmonaire. Chez ces souris transgéniques CDI1c-
GILZ sensibilisées a ’OVA, nous n’avons observé aucune augmentation significative du
nombre total des cellules du LBA comparées a leurs contrdles non sensibilisées. Toutefois,
I’analyse de sous-populations présentes dans le LBA a révélé une augmentation significative
du nombre de LT chez les souris CD11c-GILZ TG+ sensibilisées a ’OVA comparées aux
non sensibilisées. Notre hypothése est que ces LT sont des lymphocytes T régulateurs

spécifiques de I’OVA et leur prolifération et activation participent au contrdle de la réaction

208



Résultats

allergique chez ces souris. Cette hypothése devra étre vérifiée en analysant le phénotype de
ces cellules et leur fonction suppressive.

Les souris CD11¢c-GILZ TG+ sensibilisées a ’OVA n’ont pas développé d’hyperréactivité
bronchique. Mais de fagon surprenante les souris transgéniques sur les deux fonds génétiques
non sensibilisées ont de base une hyperréactivité bronchique ¢élevée voir plus importante que
les souris transgéniques CD11c-GILZ sensibilisées a ’OVA. Or nous avons observé chez les
souris non sensibilisées une augmentation du nombre de macrophages alvéolaires comparé
aux souris contrdles littermate qui pourraient participer a cette modification de la réponse des
souris. Nous avons prévu d’une part de réaliser de nouvelles mesures d’hyperréactivité sur
animaux trachéotomisés a I’aide du fléxivent. Les parametres mesurés dans ces conditions
sont plus fiables. Nous avons prévu d’autre part de phénotyper ces macrophages alvéolaires
afin de déterminer s’il s’agit de macrophages de type M1 ou de type M2. Nous devons
¢galement comprendre la raison de cette augmentation de leur nombre chez les souris CD11c-
GILZ TG+. Les macrophages alvéolaires sont CD11c", il n’est donc pas exclu qu’ils sur-
expriment GILZ dans nos souris transgéniques CDI11c-GILZ. Ce paramétre sera vérifié
rapidement. Si les macrophages alvéolaires des souris transgéniques CD11c-GILZ sur-
expriment GILZ, nous déterminerons alors si cette sur-expression les protége de 1’apoptose ce
qui pourrait expliquer leur surnombre dans le LBA des souris transgéniques CD11c-GILZ.
Nous souhaitons également vérifier si I’hyperréactivité bronchique observée chez les souris
transgéniques non sensibilisées est en partie due a la présence de macrophages alvéolaires en
surnombre.

Nous avons observé une faible prolifération des cellules des ganglions médiastinaux chez les
souris Balb/c et C57BL/6J CD11c-GILZ TG+ sensibilisées a I’OVA suite a une restimulation
in vitro avec I’OVA comparé aux souris contrdles littermate. Nous prévoyons d’analyser le

phénotype de ces cellules et nous anticipons que les cellules qui proliférent faiblement dans
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les ganglions médiastinaux des souris transgéniques CD11c-GILZ sensibilisées a ’OVA sont
des LTregs. L’ensemble de nos résultats a mis en évidence que les souris transgéniques
CDI11c¢c-GILZ sur-exprimant GILZ dans les cellules CD1lc+ sont protégées contre le
développement de 1’asthme allergique quelque soit leur fond génétique.

Nous avons également vérifié que I’absence d’asthme allergique chez les souris transgéniques
apres une sensibilisation a ’OVA est bien due a la sur-expression de GILZ dans les CDs de
ces souris par des expériences de transfert adoptif de CDs. Nos résultats préliminaires révelent
que I’injection par voie intratrachéale des BM-DC dérivés des souris transgéniques C57BL/6J
CDI11c-GILZ chargées a 'OVA n’induit pas d’inflammation broncho-alvéolaire chez les
souris sauvages C57BL/6J receveuses apres une série de challenge intranasal d’OVA. Cette
observation semble confirmer le role des CDs surexprimant GILZ dans la protection des
souris transgéniques. Des expériences complémentaires seront réalisées dans ce modele de
transfert adoptif de CDs afin de confirmer ces résultats.

La prochaine étape sera d’évaluer les mécanismes impliqués dans la protection des souris
transgéniques CD11c-GILZ contre 1’asthme en évaluant I’implication et le phénotype de
cellules régulatrices induites par les CDs sur-exprimant GILZ. Nous testerons également la
possibilité d’un transfert de la tolérance induite par les cellules régulatrices identifiées et leur
spécificité antigénique. Enfin, nous prévoyons de vérifier le potentiel curatif des CDs sur-
exprimant GILZ sur un asthme déja établi.

Cette étude permettra d’¢lucider le role de GILZ par les CDs dans I’induction de la tolérance
contre les antigénes inhalés et d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques inductrices

de tolérance spécifique de I’allergéne chez I’homme.
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Annexe 1

Matériels et méthodes utilisés dans I’étude des souris transgéniques CD11c-
GILZ.

Souris transgéniques

Des souris sur-exprimant GILZ dans les CDs ont été générées, souris CD11c-GILZ.
La séquence codante pour la protéine GILZ murine a été placée sous le controle du promoteur
CDllc et en amont d’une séquence P—globin polyA dans un vecteur. Les males fondateurs
ont ét¢ obtenus en utilisant la technologie SpeedyMouse® (Nucléis, Lyon) qui permet
I’insertion controlée d’une copie du transgéne dans un site prédéterminé et permissif du
génome de la souris, plus précisément au niveau du locus hprt sur le chromosome X.

Les males fondateurs (sur fond mixte C57BL/6J x129) ont été croisés jusqu’a 10
générations avec des souris C57BL/6J et Balb/c afin d’obtenir les souris transgéniques sur ces
2 fonds génétiques purs. La transmission du transgene a été stable au cours du temps.

Pour nos expérimentations, nous avons utilisé les souris males C57BL/6J ou Balb/c
transgéniques (TG+) de 6-8 semaines et les souris males contrdles de la méme portée n’ayant

pas hérité du transgene (TG-).

Purification des cellules

Des suspensions cellulaires ont été préparées a partir des rates, des ganglions drainant
la peau, des ganglions mésentériques et du thymus, aprés dilacération des organes et filtration
sur des tamis de 70um (BD Biosciences ). Les globules rouges ont été lysées par une solution
d’ACK.
Différentes populations cellulaires ont été isolées a partir de ces suspensions. Les cellules NK
(Natural Killer) du foie ont été purifiées a partir des lymphocytes hépatiques (obtenus par

gradient de Percoll (GE Healthcare) aprés perfusion et broyage du foie). Les CDs, les
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LTCD4", LTCDS8" et les NK ont été purifiés a partir des différents organes par tri magnétique
(Automacs, Miltenyi Biotecs).

Les CDs dérivées de la moelle osseuse (BM-DCs) ont été obtenues aprés avoir rincé
I’intérieur des 2 fémurs, et mises en culture dans des boites de Pétri (100 mm) a 3.10°
cellules/ boite, dans du milieu RPMI 1640 (Invitrogen) additionné de 5% de sérum de veau
feetal (SVF) décomplémenté (PAA), S0mM de Gentamicine, 50uM Pmercaptoéthanol
(Invitrogen) et 20 ng/ml de GM-CSF (Abcys). Les BM-DCs ont été récupérées au bout de 10

jours.

Expression de GILZ par RT-PCR
Les ARN totaux des CDs, BM-DCs, les LT CD4", L TCDS8", NK ont été extraits en utilisant
le RNeasy minikit (Qiagen), la rétrotranscription a été réalisée en utilisant des primers oligos
(dT) et la reverse transcriptase Moloney MuLV-RT (Invitrogen) selon les recommandations
du fournisseur. L’ADNCc a ¢ét¢ amplifiée pour le geéne de la f—actine (géne de ménage) et pour
GILZ murin, sur le Light Cycler LC480 en utilisant le DNA Master SYBRGreen (Roche).

L’expression de GILZ a été normalisée par rapport a I’expression de la B—actine.

Détection de la protéine GILZ par Western Blot
Les protéines ont été extraites a partir des CDs isolées de la rate, lysées par du tampon Tris
50mM-1% Triton (Sigma). 300ug de protéines sont détectées en utilisant un anticorps
primaire anti-GILZ polyclonal de lapin (FL-134 SC-33780, SantaCruz) dilué a 0,25% dans du
tampon de saturation (tampon TBS-5% de lait), puis par un anticorps secondaire, un anti-
Fab’2 de lapin couplé a une peroxydase (GE Healthcare) dilué a 0,033% dans le tampon de

saturation.

213



Résultats

Stimulation des BM-DCs
Aprés 10 jours de différenciation, les BM-DCs ont été récupérées et mises en culture a 1.10°
cellules/puits dans des plaques de culture de 12 puits, puis stimulées avec de 1’ovalbumine
(OVA) a 100pg/ml (Sigma-Aldrich), ou du LPS (E.coli) a 10, 100, 1000ng/ml (Sigma)
pendant 6h, 18h, 26h et 36h. La sécrétion d’IL-10 et IL-12 dans les surnageants a été évaluée
par ELISA (BD Biosciences). La maturation des BM-DCs a été analysée par cytométrie en
flux en étudiant I’expression des marqueurs CD80, CD86, CD40, CMH II couplé a un
marquage CD11c. Les cellules incubées dans du milieu seul (6h, 18h, 26h et 36h) ont servi de

témoin.

Test de Phagocytose

Les CDs isolées de la rate et les BM-DCs ont été resuspendues a 0,5.10° dans 200ul de PBS
en présence d’OVA alexa488 ou d’OVA-DQ (Invitrogen) a 10 ou 50 pg/ml. Les cellules ont
¢été incubées 30 min ou 1h30 a 37°C et a 4°C. A la fin de ’incubation, les cellules sont lavées
3 fois dans du PBS, et marquées avec un anti-CD11c. Dans chacune de ces conditions, les
cellules doublement positives pour les marquages CD11c et FITC sont analysées.

Toutes les acquisitions en cytométrie en flux sont réalisées sur le FACS Calibur ou le LSRII
Fortessa (BD Biosciences). Les résultats ont été analysés grace aux logiciels CellQuest Pro ou

FlowlJo.

Modéle d’asthme expérimental classique

Les souris males CDI11c-GILZ C57BL/6] et CDI11c-GILZ Balb/c TG' et leurs
contrdles TG  ont été immunisées aux jours JO et J7 par une injection intra-péritonéale de
50pg d’OVA (Sigma) adsorbé sur 2mg d’hydroxyde d’aluminium (Thermo Fisher Scientific).

Les souris ont ensuite ¢té¢ exposées pendant 4 jours (de J17 a J20) a des instillations
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intranasales (i.n.) de 10ug d’OVA (une i.n./jour). Les souris controles non sensibilisées ont
recu a JO et a J7 des injections intra-péritonéales de PBS adsorbé sur 2mg d’hydroxyde
d’aluminium suivi par des instillations intranasales de PBS de J17 a J20. 24 heures apres le
dernier challenge allergénique, I’hyper-réactivité bronchique a ét¢ mesurée. Ensuite les souris
¢taient sacrifiées pour analyser le sang, le lavage broncho-alvéolaire, les poumons, et les

ganglions médiastinaux.

Mod¢le d’asthme induit par un transfert adoptif de BM-DCs.

Pour démontrer que I’absence d’asthme allergique chez les souris transgéniques GILZ
est due a la surexpression de GILZ dans les CDs de ces souris, nous avons utilisé le modéle
de sensibilisation de souris par I’injection intra-trachéale de BM-DCs. Les BM-DCs
provenant de souris males CD11c-GILZ C57BL/6J TG" ou des souris males controles TG ont
¢été stimulées avec 100ug d’OVA pendant 18h. Apres la stimulation antigénique, les BM-DCs
ont été récupérées, lavées et resuspendues dans du PBS a 1.10° million/ml. Ces BM-DCs ont
¢été ensuite transférées a des souris males C57BL/6J sauvages a JO. De J10 a J15 les souris ont
été exposées a des instillations intranasales de 10ug d’OVA. Les souris controles non
sensibilisés ont regu a JO des BM-DCs provenant de souris males CD11c-GILZ C57BL/6J
TG" ou des souris controles TG  non chargées. De J10 a JI5 les souris ont regu des
instillations intranasales de PBS. Les souris ont été sacrifiées 24h apres la derniére instillation

intranasale.

Détermination de I’hyperréactivité bronchique
24 heures apres la derniére instillation intranasale, des souris vigiles placées dans des cages
du pléthysmographe (Emka technologies, Paris) ont recu des nébulisations de PBS et des

doses croissantes de méthacholine (Sigma-Aldrich) allant de 0,05 M a 0,3M apres une courte
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période d’acclimatation de 30 minutes des souris dans les cages. Chaque dose a été délivrée
aux souris pendant 75 secondes. Les paramétres respiratoires ont été mesurés pendant 20
minutes. L’obstruction bronchique est exprimée par 1’indice Penh (enhanced pause). Les
valeurs du Penh sont exprimées en pourcentage d’augmentation du Penh pour chaque
concentration de méthacholine par rapport a la valeur basale du Penh mesurée directement

apres la période d’acclimatation des souris.

Récupération et analyse du lavage bronchoalvéolaire (LBA)

Les souris ont été anesthésiées par une injection intra-péritonéale de xylazine/kétamine
(mélange de 700ul de Rompum (Bayer Santé) et de Iml d’Imalgéne (Merial)). Aprés une
trachéotomie, les voies aériennes des souris ont été lavées 6 fois avec du NaCl 0,9%
(Laboratoire Aguettant) 2,6 mM EDTA (Invitrogen). Le nombre total des cellules du LBA a
¢té déterminé en microscopie optique par énumération sur lame apres une coloration au bleu
de trypan (Invitrogen). Un compte différentiel des différentes populations cellulaires du LBA

a été déterminé par cytométrie de flux.

Cytométrie en flux

Le phénotypage des populations lymphocytaires a été réalisé en utilisant les anticorps
monoclonaux suivant:
Pour les CDs et BM-DCs: CDl1c, CD86, CD80, CD40, B7-H1, CMHII, pDCA-1 (e-
biosciences)
Pour les LTCD4" et LTCDS": CD3, CD4, CD8a, CD8b, CD40L, CD69, CD122, GITR,
ICOS, LAG3, PD-1, CD103, CD25, Foxp3 (e-biosciences).
Pour les populations cellulaires du LBA: CD3, CD19, LY6C, LY6G, CDI11b (BD

PharMingen) et F480 (e-biosciences).
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Pour I’identification des cellules Foxp3™, les marquages de surface sont effectués en premier,
puis le marquage Foxp3 intracellulaire sur cellules perméabilisées (selon le protocole du

fournisseur).

Analyse histopathologique

Immédiatement aprés le LBA, les poumons ont été perfusés avec du PBS puis récupérés dans
du paraformaldéhyde 4% (VWR International). Apres 24 heures, les poumons ont été lavés
deux fois avec du PBS pendant 1 heure puis remis dans de 1’éthanol 70% a +4°C jusqu’a leur
incorporation dans la paraffine. Des coupes de poumons ont été marquées avec de
I’hématoxyline-¢éosine pour déterminer le degré d’infiltration de cellules inflammatoires, avec
I’acide périodique de Schiff pour marquer les cellules productrices de mucus, et avec le

Trichrome de Masson pour évaluer la dépdt de collagene.

Analyses statistiques

Le test Mann-Whitney a été utilisé pour 1’évaluation statistique des données. Les résultats
sont considérés significatifs pour le *p < 0,05; **p < 0,01; ***P < 0,001. Les résultats sont
exprimés en moyenne + sem. L’analyse statistique a été réalisée avec le logiciel Graphpad

Prism 5.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA).
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Discussion

L’étude de I’expression de GILZ a révélé une expression de GILZ dans les macrophages et
les CDs chez I’homme et chez la souris. GILZ est exprimé par la plupart des cellules
hématopoiétiques (lymphocytes B, cellules NK, cellules NKT, neutrophiles) et par quelques
cellules non hématopoiétiques comme les cellules épithéliales des voies respiratoires, du rein
et des cellules souches mésenchymateuses (363). Les GCs augmentent 1’expression de GILZ
dans I’ensemble de ces types cellulaires. Les autres facteurs capables d’induire une expression
de GILZ, varient en fonction de la cellule considérée (363). Nous avons démontré que le
TGF- et 'IL-10 augmentent ’expression de GILZ dans les macrophages et les cellules
dendritiques (339, 340). Il a été également démontré que les effets immunosuppresseurs des
GCs ¢étaient dus a I’expression de GILZ dans ces deux types cellulaires. En d’autres terme,
I’induction de GILZ par les GCs est nécessaire et suffisante afin qu’ils exercent leurs effets
suppresseurs sur les macrophages et les CDs.

D’ailleurs un des réles principaux de GILZ semble étre de contrdler 1’état d’activation des
cellules. Une extinction de GILZ est nécessaire pour activer les lymphocytes T et B (la
fixation de I’antigéne sur le TCR ou le BCR diminue I’expression basale de GILZ). A
I’inverse, une augmentation de 1’expression de GILZ s’accompagne d’une inactivation de ces
cellules (363).

Le réle de GILZ est plus subtil dans les CDs. Il a été ainsi démontré que la présentation de
I’antigéne par une CD selon un mode immunogeéne ou tolérogéne est corrélée avec
I’expression de GILZ (350). Une CD qui exprime GILZ présente 1’antigéne aux lymphocytes
T (LT) selon un mode tolérogene. Cette voie de présentation aboutit a 1’activation de LT
régulateurs/suppresseurs spécifiques de 1’antigéne dont le réle est de contréler négativement
différents types de réponses immunitaires, y compris les réponses de type allergique.

La figure suivante permet de résumer 1’ensemble de ces données dans un contexte

physiologique. Selon notre hypothése, les CDs expriment des taux ¢levés de GILZ dans un

220



Discussion

état physiologique normal et sous I’influence de différents facteurs comme le TGF-B dans le
tube digestif et I’'IL-10 dans les poumons (A). Par ce biais, le systéme immunitaire maintient
un ¢état de tolérance vis-a-vis des antigénes inhalés dans le cas des poumons et de la flore
commensale dans le cas du tube digestif. La détection des signaux de danger au cours d’une
infection s’accompagne d’une diminution de I’expression de GILZ dans les CDs et/ou dans
les macrophages. La réponse immunitaire s’oriente vers la voie immunogene, efficace dans la

lutte contre les pathogenes virulents (B).

A TGF-B, IL-10 B TGF-B, IL-10
GCs GCs
Exposition antigénique Exposition antigénique
(antigénes inhalés) (antigénes inhalés)
l +, +
CDs (GILZ") CDs (GILZ) ~— -
l Diminution de I’expression de GILZ
Tolérance Rupture de tolérance

| I

Lymphocytes T régulateurs Lymphocytes T régulateurs Lymphocytes T effecteurs

l l .

Pas de réponse (spécifique de I’antigéne) Pas de réponse (spécifique de I'antigéne) Réponse effectrice spécifique de I'antigéne

Figure 47. Role de GILZ dans la balance entre la réponse immune tolérante (A) et effectrice (B).

Dans les réponses immunitaires de type allergique, notre hypothése est que 1’allergene est
percu dans un contexte inflammatoire comme un antigéne virulent entrainant une diminution
de I’expression de GILZ dans les CDs et par conséquent une rupture de tolérance. Les CDs
présentent alors 1’allergéne selon un mode immunogéne et activent des lymphocytes T
effecteurs spécifiques de cet allergene en lieu et place de lymphocytes T régulateurs.

Pour valider cette hypothése, nous avons essay¢ de jeter les bases d’une immunomodulation
spécifique de la réponse allergénique. Il s’agit d’évaluer des approches de manipulation des
CDs de manicre a ce qu’elles présentent I’allergéne selon un mode tolérogene, conduisant a la

génération de LTreg spécifiques de cet allergene et capables d’inhiber ’activation d’autres
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lymphocytes T par cet allergéne. Cette manipulation des CDs est obtenue en leur faisant

exprimer GILZ.

Nous avons mis en évidence qu'une corticothérapie de 48 heures induit in vivo 1’expression
de GILZ dans les cellules présentatrices de 1’antigeéne circulantes (CPA) des sujets allergiques
soit aux acariens (Derp) ou aux pollens des graminées (Phlp). Cette expression de GILZ
induite par les GCs a permis de générer des LTregs de type Trl. L abrogation de I’expression
de GILZ par des siRNA spécifiques dans les CPAs circulantes isolées des sujets allergiques
apres traitement aux GCs empéche la génération de LTregs. Nous avons également démontré
chez les patients allergiques polysensibilisés que les fonctions immunosuppressives des
LTregs générés par les CPAs exprimant GILZ sont spécifiques de 1’allergene. Les LTregs
induits par des CPA GILZ" présentant Phlp inhibent la réponse a Phlp et non pas a Derp et
réciproquement. L’ensemble de ces données indique que les CDs GILZ influence également
la balance entre les LTh2 et les LTregs et réoriente une réponse immunitaire dérégulée chez
les patients allergiques vers une réponse tolérogéne spécifique de I’allergéne, au moins ex-
vivo.

Akdis et al ont déja décrit une augmentation du nombre de LTrl chez les patients
asthmatiques traités par GCs. Dans cette ¢tude, la cible cellulaire des GCs n’a pas été
identifiée. Nos résultats avec les CPAs isolées avant et apres le traitement oral par GCs chez
les patients allergiques confirment leurs données et démontrent que ’effet thérapeutique des
GCs est di a I’induction de ’expression de GILZ dans les CPAs de ces patients. Notre étude
permet d’envisager une nouvelle stratégie thérapeutique pour générer des LTregs chez les
patients asthmatiques en modulant I’expression de GILZ dans les CDs.

Nous avons voulu ensuite comprendre les mécanismes qui régulent I’expression de GILZ

dans les CDs. Nous connaissons les facteurs qui régulent I’expression de GILZ. Il s’agit de
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molécules anti-inflammatoires comme les GCs, I'IL-10 et le TGF-B (339, 340). Mais au
moment de I’initiation de cette étude, nous n’avions pas encore identifié de facteurs capables
d’inhiber ou de diminuer I’expression de GILZ. Nos recherches s’étaient orientées vers des
facteurs connus pour activer les CDs ou des facteurs pro-inflammatoires comme 1’IL-18,
I’TFN-y, ou le CD40L sans succes. En revanche, nous avons démontré que les surnageants de
mastocytes récupérés 30min et 24h apres I’activation des MCs via la dimérisation de leur
récepteur de haute affinité aux IgE diminuent I’expression de GILZ dans les CDs humaines.
Parmi les médiateurs de MCs, nous avons identifié que 1’histamine et le LTB4 était capable
de reproduire les effets des surnageants des MCs sur les CDs.

Cette diminution de I’expression de GILZ s’accompagne d’une altération de la capacité des
CDs a activer des LTregs. Nous avons également démontré que la diminution de 1’expression
de GILZ est nécessaire pour que 1’histamine puisse exercer ses effets adjuvants sur les CDs.
Nos résultats sont conformes avec toutes les données déja publiées sur I’effet adjuvant des
mastocytes et de I’histamine sur les CDs. L’histamine, d’apreés les travaux de I’équipe de
Caron, est capable d’activer les cellules dendritiques humaines et d’induire leur maturation.
Une ¢étude complémentaire a également démontré le role de I’histamine dans 1’activation des
cellules de Langerhans et dans leur migration vers les ganglions drainant le tissu (au cours
d’une sensibilisation des souris par voie sous-cutanée) (163). D’autre part, il a ét¢ démontré
dans des études récentes que les mastocytes peuvent jouer un role d’adjuvant sur les réponses
immunitaires. Les souris déficientes en mastocytes infectés par différents pathogénes (autres
que des parasites) peuvent survivre a I’infection. Toutefois, les taux de survie sont plus bas
par rapport aux souris sauvages normales et le délai d’élimination du pathogeéne est plus long
chez les souris dépourvues de mastocytes. Toutes ces €tudes n’ont pas identifié le mécanisme
par lequel les MCs et I’histamine active les CDs. Notre étude a permis de démontrer que les

médiateurs libérés par les MCs apres une activation par des IgE dont I’histamine activent les
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CDs en régulant négativement leur expression de GILZ. Ce mécanisme permettrait
d’expliquer comment les MCs activés au cours des réactions allergiques pourraient contribuer
a D’entretien de la réponse immunitaire inadaptée vis-a-vis des allergeénes. Ces résultats
présentent un intérét au dela du contexte des réactions allergiques. En effet, ’histamine peut
étre produite par d’autres types cellulaires que les MCs comme les cellules myéloides
immatures CD11b'LY6G". 1l a été démontré récemment qu’une déficience en histamine (chez
les souris HDC™") se traduit par une altération de la maturation de ces cellules et ainsi une
augmentation de la sensibilité des souris au développement des tumeurs. On peut supposer
que cette déficience en histamine s’accompagne également d’un défaut de régulation de
I’expression de GILZ chez ces animaux. Par ailleurs quelques études ont révélé chez I’homme
que le statut allergique protége contre le risque de développement des maladies cancéreuses,
risque éstimé par rapport a la population générale (387-390)

Nous avons ¢€lucidé le mécanisme impliqué dans les effets régulateurs de 1’histamine sur
I’expression de GILZ induite par la DEX

Labat et al ont démontré que le récepteur des GCs activé coopere avec Foxo3 pour
transactiver le promoteur de GILZ (332). Cette association d’effet aboutit a une augmentation
de I’expression de GILZ IL est également connu que la phosphorylation de Foxo3 induit sa
localisation cytoplasmique alors que la diminution de la phosphorylation de Foxo3 favorise sa
localisation nucléaire et augmente son activité transcriptionnelle sur le géne de GILZ. Les
voies PI3K/AKT et la voie des MAPK (P38 et ERK) sont connus pour phosphoryler Foxo3 et
promouvoir sa localisation cytoplasmique et inhibant ainsi son activité transcriptionnelle.

Nos résultats ont démontré que 1’histamine augmente la phosphorylation de ERK et de Foxo3
au niveau de la sérine 294 dans les CDs et par ce biais contrdle négativment I’expression de

GILZ. Toutefois, le récepteur d’histamine impliqué dans ses effets reste a identifier.
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Ces ¢études in vitro ont été complété par une évaluation in vivo du réle de GILZ dans les
fonctions des CDs. Afin de démontrer que les CDs exprimant GILZ sont capables de prévenir
les manifestations allergiques respiratoires en générant des LTregs suppresseurs, nous avons
généré des souris transgéniques surexprimant GILZ de fagon constitutive dans les CDs.

Dans des conditions physiologiques, en dehors de toute stimulation antigénique, les souris
CD11c-GILZ ont une hématopoi¢se normale et des compartiments myéloides et lymphoides
normaux. Nous n’avons pas observé d’expansion de lymphocytes T régulateurs
CD4'CD25 Foxp3" chez les souris jeunes. Les CDs et les BM-DCs transgéniques, ne
présentent pas de défaut de fonctions (capture et apprétement) Le phénotype « basal » des
souris CD11¢c-GILZ semble confirmer cette hypotheése. Nous pensons que GILZ joue un role
dans I’activation des LTregs induits d’aprés nos observations chez ’homme in vitro.

Nos résultats préliminaires ont révélé que les souris transgéniques CD11c-GILZ sur un fond
génétique C57BL/6J et Balb/c ne développent pas d’hyperréactivit¢ bronchique ni
d’inflammation broncho-pulmonaire dans un modele d’asthme allergique induit par des
injections intrapéritonéales d’OVA suivies d’instillations intranasales. Et ce malgre
I’induction d’une réponse systémique anti-OVA confirmée par la production de taux élevés
d’IgE anti-OVA.

Nous avons également vérifié que 1’absence la protection des souris transgéniques est bien
due a la sur-expression de GILZ dans leurs CDs par des expériences de transfert adoptif de
CDs. Nos résultats préliminaires révelent que I’injection par voie intra-trachéale des BM-DC
dérivés des souris transgéniques CD11c-GILZ chargées a ’OVA n’induit pas d’inflammation
broncho-alvéolaire chez les souris sauvages receveuses sauvages apres plusieurs instillations
intranasales d’OVA selon le modele décrit par Bart Lambrecht. Cette observation semble

confirmer que la protection des souris transgéniques CD11c-GILZ est assurée par les CDs
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sur-exprimant GILZ mais devra étre complétée par 1’étude d’autres parameétres comme
I’hyperréactivité bronchique.

Ces résultats sont trés prometteurs mais il reste a démontrer que la protection des souris
transgéniques est assurée par 1’induction de lymphocytes T régulateurs et a élucider le mode
d’action de ces cellules régulatrices. Chez I’homme, nous savons que les CDs qui sur-
expriment GILZ au moment de la présentation de I’antigéne induisent des LTregs CD25""

+ ; .
Foxp3". Nous savons également que ces LTregs exercent leurs effets immunosuppresseurs par

I’intermédiaire d’1L-10.
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Conclusion et perspectives

L’objectif de mes travaux de recherche est d’envisager de nouvelles stratégies
d’immunomodulation de la réponse immunitaire allergique, centrées sur la régulation de
I’expression de GILZ dans les CDs.

I1 s’agit d’évaluer des approches de manipulation des CDs de maniére a ce qu’elles présentent
I’allergéne selon un mode tolérogéne, conduisant a la génération de LTregs spécifiques de cet
allergeéne et capables d’inhiber 1’activation d’autres lymphocytes T (pour ce méme allergene).

Si mes hypotheses se révelent exactes, I'immunothérapie ciblant les CDs devra combiner,
dans I’asthme allergique, une administration par voie aérienne de I’allergéne et d’un inducteur
de I’expression de GILZ.

Afin de préparer au mieux cette perspective thérapeutique plusieurs éléments restent a étudier:

- L’étude de I’expression de GILZ par les différentes sous-populations de CDs in vivo
permettrait de déterminer si I’expression éventuelle de GILZ par des CDs est liée a
leur origine et/ou leur stade de différentiation et/ou leur état d’activation

- Il est également crucial d’évaluer le potentiel curatif des CDs GILZ" dans le traitement
curatif d’un asthme allergique établi. Cette question sera posée dans nos souris
transgéniques CD11c-GILZ.

- Il est également important d’évaluer la pertinence de nos résultats chez des souris dont
les CDs sont déficientes pour le gene GILZ.

- 1II est nécessaire de développer des techniques permettant de cibler les CDs et de leur
apporter ainsi simultanément un facteur inducteur de GILZ et D’allergéne. Nous
testerons actuellement I’efficacité des nanoparticules bio-dégradables de poly(lactide-
co-glycolide) (PLGL) renfermant de la DEX et de ’OVA a cibler les CDs et induire
ainsi des LTregs. Ces nanoparticules seront a terme peuvent injectées par voie intra-
trachéale ou intranasale a des souirs dont nous évaluerons ensuite leur protection ou

non contre un asthme.
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L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro et in vivo sont prometteurs et contribuent a
améliorer notre compréhension du role de GILZ dans la fonction régulatrice des CDs et le
potentiel thérapeutique de GILZ.

Mes résultats confortent la possibilit¢ de développer de nouvelles stratégies
d’immunomodulation, centrées sur la régulation de I’expression de GILZ dans les CDs au
dela des réactions allergiques. Nous espérons ainsi a long terme pouvoir mettre au point des
«vaccins inducteurs de tolérance» spécifiques d’antigénes, dans le cas des maladies auto-
immunes, de rejet de greffe ou de I’allergie ou a I’inverse des «vaccins immunogenes» afin

d’améliorer la réponse immunitaire anti-tumorale.
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